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Avant-propos

Sirtuine 1 (Sirtl) est une protéine histone dédastydépendante du NADui est
impliquée dans de nombreux phénomeénes biologiqueBammation, survie cellulaire,
prolifération cellulaire ou métabolisme cellulaifRius particulierement, il a été observé que
Sirtl intervenait dans la régulation du métabolisiagglucose en activant la néoglucogenése
et en inhibant la glycolyse dans le foie. Par ailie il a été exposé que Sirtl induisait aussi
I'oxydation des acides gras dans le muscle strglsttique et le tissu adipeux. De plus, Sirtl
est impliqguée dans la régulation de la sécrétiamsdline par le pancréas. Enfin, des souris,
soumises a un régime gras et a un traitement a tastivateurs potentiels de Sirtl,
deviennent résistantes a I'obésité et au développede I'insulino-résistance. Cependant, le
réle que pourrait exercer Sirtl dans la régulatormétabolisme du glucose dans le muscle
strié squelettique n’est pas encore connu. Ce gilegxiste, pourrait étre particulierement
important compte tenu que, de part sa masse (4Qu%odls corporel) et ses fonctions
physiologiques consommatrices d’énergie (maitierstygal, mouvement volontaire ou
thermorégulation), le muscle strié squelettiquelegrincipal consommateur de glucose. Le
travail de these présenté ici s’intéresse au robprp de Sirtl dans la régulation du
métabolisme de glucose dans le muscle strié sgaelet

La premiére partie de ce mémoire consiste en uneerde la littérature sur Sirtl
constituée de deux chapitres: le premier chaptésente les données générales de la
protéine Sirtl, et le second chapitre expose l|&grdntes fonctions de Sirtl dans le tissu
adipeux, pancréas, foie et muscle strié squelettiqu

La seconde partie de ce mémoire consiste en leemed®on de I'ensemble des
résultats acquis lors de ma thése. Ce travail aubm I'écriture de deux manuscrits : le
premier manuscrit traite de I'implication et du rmgisme d’action de Sirtl dans la régulation
de l'expression des genes regulant le métabolismegldcose dans le muscle strié
squelettique ; et le second expose les effets j@lime sur la régulation des voies Akt/mTOR,
autophagie/lysosome et ubiquitine/protéasome chezrgotubes C2C12.

Enfin, 'ensemble des résultats sera discuté elyséadans une derniére partie, et

finalement mis en perspective.
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Revue bibliographique
Sirtuine 1 : géne, protéine et régulation

SIRTUINE 1 : GENE, PROTEINE ET
REGULATION

. INTRODUCTION
1. Généralités

La transcription cellulaire, dont celle du musdigéssquelettique, est influencée par le
niveau de compactage de I'’ADN. L’organisation etdéenpactage de I’ADN sont dus a des
protéines histones qui créent deux niveaux de cwadion de 'ADN. Le premier niveau de
condensation, le nucléosome, est réalisé par Eer@is H2A, H2B, H3 et H4 créant des
octameéres globulaires autour desquels l4Bep de_hses (pb) d’ADN s’enroulent. Le
deuxieme niveau de condensation est réalisé pardeses H1 qui permettent la compaction

des nucléosomes (1-4) (Figure 1).

Corps du nucléosme =
octamere

A

‘ N
H2A  H2B H3 H4

Figure 1. Condensation de I'ADN (modifiee d’aprétip://www.thomasenielsen.org/histone.jpg ;
ADN : acide deoxyribarucléique ; H ; istone).
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La condensation de I’ADN peut étre régulée parrmdeslifications des extrémités N-
terminales des histones, telles que phosphorylati@thylation, ubiquitination, sumoylation
ou encore acétylation. L'état d’acétylation deddniss dépend d’'une balance entre I'activité
des fistones aétyltransférases (HAT) et desstones dae@tylases (HDAC). L’acétylation par
les HAT au niveau des résidus lysines diminuedtliattion inter-nucléosome et entraine le
relachement de la chromatine, ce qui facilite dmsixation des facteurs de transcription. Les
HDAC ont I'effet inverse. Ainsi, en général, unegmentation du niveau d’acétylation des
histones par les HAT (hyper-acétylation) se traduar une augmentation de l'activité
transcriptionnelle, alors qu’'une déacétylation learHDAC (hypo-acétylation) est associée a
une répression de la transcription des genes €,(Btgure 2). Bien qu’a l'origine, il ait été
montré que les HAT et les HDAC avaient pour sulbb$tshistones, de nombreux travaux ont

depuis décrit que les HAT et les HDAC pouvaientiag@autres substrats.

Hypo-acétylation de 'ADN @
—_—
Cumal(*

D2 9 9 O ¢
Cpa®

Hyper-acétylation de 'ADN @

—

@3 (Al @3

- - - ~ -
Caua®

Figure 2. Régulation du niveau d'acétylation deD par les HDAC et HAT (modifiée d’aprés (4) ;
Ac : groupement axyl ; ADN : aide déoxyriborucléique ; HAT :_stone_aétyltransférase ; HDAC :
histone_ctacétylase ).

2. Histones acétyltransférases

Les HAT sont regroupées en plusieurs familles sasge la conservation de la
séquence du domaine catalytique (7, 8). Chez lesmifgres, les principales familles sont :
- la famille GCN5/pCAF, nommée d’'apres le membreindghde levure yGen5 et
son orthologue humain pCAF3P0-CBP associateddctor),
- la famille MYST, nommée d’apres les membre©Xl humain, bf2/Sas3 de
levure, &s2 de levure etip60 humain,

22
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la famille CBP/p300 regroupant les homologues hum&BP (RREB hkinding
protein) et p300.

3. Histones déacétylases

Les HDAC chez les mammiferes sont classées en lidar(4, 9, 10) :

- la famille classique des HDAC divisée en 2 clasksHDAC de classe 1 et
les HDAC de classe 2 qui ont une forte homologis@guence du domaine déacétylase, mais
qui different par leur séquence N-terminale. LesAdDde classe 1 regroupant les HDAC 1,
2, 3 et 8, ayant une homologie avec 'HDAC de leviRpd, d’une taille moyenne de 50
kDa, sont exprimées ubiquitairement et situéescpalement dans le noyau. Les HDAC de
classe 2 regroupant les HDAC 4, 5, 6, 7, 9 et Hhiayne homologie avec 'HDAC de levure
yHdal, d’une taille moyenne comprise entre 120 et 158, ksont exprimées de fagon tissu
spécifique et situées dans le noyau et le cytomasm passage dans le noyau est un moyen
de régulation de leur activité.

- la famille des sirtuines ou HDAC de classe 3, ayam¢é homologie avec

I'HDAC de levure 5ir2.

- I'HDAC 11, récemment identifiée, possédant quelqamsilitudes avec les

HDAC de classe 1 et 2, constitue 'HDAC de clas¢&l).

ll. SIRTUINES

1. Sirtuines chez la levure

Les sirtuines doivent leur nom aux protéines Siterfs information _egulator),
comprenant 4 Sir (Sirl a 4) (12), identifiees ed9.6hez la levure comme des répresseurs de
I'activité transcriptionnelle et anciennement nonesidlar (m#éng-type legulator) (13, 14).
Sir2, 'homologue le plus proche des sirtuines dammiferes (15), est une HDAC
dépendante du NAD(16-18) qui contrdle la durée de vie dans de nemborganismes, tels
que levure, ver et drosophile. Chez la levure, délétion du géne ysir2 réduit de 50 % la
durée de vie réplicative (nombre de divisions daitas générées a partir de la cellule mére),
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alors qu’une surexpression de ysir2 'augmente @&03 (19). Il en est de méme chez le ver
chez qui une augmentation de I'expression du géf@elshomologue de ysir2, allonge la
durée de vie (20, 21), et chez la drosophile chez'@augmentation de I'expression de dsir2,
homologue de ysir2, prolonge la durée de vie. liegae Sir2 semble étroitement lié a la
régulation de la durée de vie, et le fait qu’ungtrietion calorique prolonge la durée de vie
(22), suggerent que le contrdle de la durée dpaieSir2 est associé a I'état métabolique. En
effet, chez la levure, I'activation de ySir2 parfNAD™ est nécessaire a I'augmentation de la
durée de vie induite par restriction calorique (23§ méme, chez la drosophile, dSir2 est

nécessaire a 'augmentation de la longévité inchaterestriction calorique (21).

2. Sirtuines chez les mammiferes

a. Généralités

Chez les mammiféres, il a été identifié 7 sirtuineexmées de Sirtl a 7 (15, 24) ayant
des localisations et des activités enzymatiquetrdifites. Les sirtuines 1, 6 et 7 sont
nucléaires avec une localisation dans les régiankrematiques pour Sirtl, dans les régions
hétérochromatiques pour Sirt6 et dans le nucléol& |Birt7. Les sirtuines 3, 4 et 5 sont
mitochondriales et Sirt2 est cytoplasmique (25)utés les sirtuines possedent une séquence
identique de 275 acides aminés, composant le dentaitalytique dépendant du NADLes
sirtuines 1, 2, 3 et 5 possédent un domaine ddasétgépendant du NADet les sirtuines 4
et 6 ont un domaine ADP-ribosyl-transférase dépeindia NAD" (26) (Tableau 1).

Sirtuines | Activité du domaine catalytique Localisaion Poids moléculaire (kDa)
Sirtl Déacétylation Noyau 81,7
Sirt2 Déacétylation Cytoplasme 43,2
Sirt3 Déacétylation Mitochondrie 43,6
Sirt4 ADP-ribosylation Mitochondrie 35,2
Sirts Déacétylation Mitochondrie 33,9
Sirté ADP-ribosylation Noyau 39,1
Sirt7 ? Noyau 44,9

Tableau 1. Les différentes sirtuines chez les mdémas (ADP :_dénosine_igbhosphate ; kDa :
kilodaltons ; Sirt ;_sirtiine).
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b. Réactions de déacétylation et d’ADP-ribosylation

La réaction de déacétylation, catalysée par SHt13 et 5, consiste tout d’abord au
clivage de la liaison glycosidique entre la basmtimamide et le ribose du NADpuis a la
libération du nicotinamide, et au transfert du catlacétyl d’une protéine acétylée sur 'ADP
ribose avec production de-@-acétyl-ADP-ribose (2'-OAADPTr) et de protéine déacétylée
(27-29)(Figure 3).

déacétylase

Protéine acétylée + NAD———  nicotinamide + 2’-OAADPr + protéine

La réaction d’ADP-ribosylation, catalysée par Sie#d6, consiste au clivage de la
liaison glycosidique entre la base nicotinamidéeaibose du NAD, puis a la libération du
nicotinamide et au transfert du radical ADP-ribomyt une protéine (Figure 3).

ADP-ribosyl-transférase

Protéine + NAD » nicotinamide + protéine ADP-ribosylée
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Figure 3. Activités de déacétylation des Sirt13 &t 5 et d’ADP-ribosylation des Sirt4 et 6 (mogki
d'aprés (30); 2'-OAADPr: _20-acétyl-ADP-ribose ; ADP : _dénosine _tbhosphate ; NAD :
nicotinamide_dénine_éhucléotide ; NAM _icotinanide ; Sirt :_sirtine).

c. Fonctions des sirtuines chez les mammiferes

Pour étudier les réles des différentes sirtuinkssipurs modéles de souris KO ont été
créés (31). La figure ci-dessous regroupe les fmmgtconnues des sirtuines a partir des

modeles KO de souris (Figure 4).
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Durée de vie réduite, cardiomyopathie

Sirt7-/-
Syndrome progéroide, hypoglycémie
Sirt6-/- profonde, mort a 4 semaines
W» Défaut dans le cycle de l'urée

Sirt4-T- Bonne santé apparente

_ Sirt3-/- Développement normal
Sirtl-/-

Mort périnatale élevée, retard de croissance, tefiala rétine,
du tissu osseux et du cceur

Figure 4. Modéles de souris KO sirtuines (modifiéspres (32) ; Sirt : sidine).

L’invalidation des génes sirtl, 6 et 7 se tragait une croissance réduite des souris, et
de nombreuses atteintes physiologiques importaateduisant a une durée de vie limitée. Au
contraire, en ce qui concerne l'invalidation desegeSirt3, 4 et 5, aucun effet sur la durée de

vie n'est détecteé (32).

lll. SIRTUINE 1 : DU GENE A LA PROTEINE

1. Geéne sirtl

a. Localisation du gene
Sirtl est la sirtuine des mammiféres qui possegéule d’homologie de séquence avec

Sir2 (24). Le géne sirtl humain se situe sur les boag du chromosome 10 au niveau du
locus 21.3 (Figure 5).
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Figure 5. Localisation chromosomale du géne Siath&in (modifiée d’'aprés (33) ; Sirtl : siitie 1).

b. Organisation génomique

Le gene sirtl est composé d’'une région de 33,nkixan comprenant 9 exons d’'une
taille allant de 80 pb pour I'exon 6 a 2120 pb pteron 9 (Figure 6 et Tableau 2). Le
domaine catalytique hautement conservé entre f&gahites espéces se situe entre les exons
3 et 8 (Figures 6 et 7). ARNm de Sirtl humain riButaille de 4107 pb code pour une
protéine composée de 747 acides aminés.

0 500( 1000( 1500( 2000( 2500( 3000 33660 pb
Exonsfp—4—4—f} - i i

T T : T T T T T |
0 10C 20C 30C 40C 5(;)(: 60C 70C 747 aa

. DOMAINE CATALYTIQUE

Figure 6. Organisation génomique du gene sirtl (fisedd’aprés (33) ; aa_cales_aninés ; pb ; pire
de kases).
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Exons Taille exons (pb) Introns Taille introns (pb)

1 483 1 2265
2 117 2 1348
3 242 3 2278
4 153 4 15234
5 148 5 1108
6 80 6 1130
7 187 7 3031
8 558 8 3233
9 2126

Tableau 2. Taille des exons et des introns du gétike humain (modifié d’aprés (33) ; pbaipe de
bases).
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Figure 7. Alignement de la séquence en acides aminédomaine catalytique (en rayé) de Sirtl chez
différentes espéces (logiciel clustalW) (modifi€apdes (33); Noir: > 75 % d’homologie dans la
colonne ; gris : > 50 % d’homologie dans la colgnne

2. Protéine

La protéine Sirtl humaine, composée de 747 acih@sés pour un poids moléculaire
de 81,7 kDa, comporte 4 régions (Figure 8) :
- larégion N-terminale regroupant les acides amileé$ a 180 (exons 1 et 2),
- le site allostérique allant de 'acide aminé 1843 (exons 2 et 3),
- le site catalytique regroupant les acides aminé¥dea 498 (exons 3, 4, 5, 6, 7 et 8),
- larégion C-terminale allant de I'acide aminé 4984d (exons 8 et 9).
La structure tridimensionnelle de la protéine Siafparait désordonnée avec de

longues régions flexibles C et N-terminales. Les siaitalytigue, commun aux différentes
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sirtuines humaines, posséde deux domaines pagtisule pli Rossman, et un petit sous-
domaine ou se localise un atome de zinc (34).rAdiface de ces deux domaines, se trouve le
site de liaison pour le NAD: la molécule de NAD s'insére dans une poche spécifique
constituée d’'une partie hydrophobe du petit sousaioe et d'une partie hydrophile du pli
Rossman. La boucle flexible permet un réarrangemstenttural durant la fixation du NAD
essentiel pour la catalyse (35). L'ion zinc estrdoané de facon tétraédrique par les
groupements thiols de 4 cystéines (371, 374, 338} plissées dans une structure unique.
Ce domaine de liaison au zinc joue un rble imparians de la liaison spécifique de Sirtl au
substrat. Le site allostérique, composé de quaiedsa, se situe entre la région N-terminale
et le corps catalytique. Ainsi, il peut contréléactivité catalytique par changements

conformationnels (36).

Pli Rossman

Boucle flexible

Figure 8. Structure tridimensionnelle de la praégirtl humaine (modifiée d’aprés (36)).
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V. REGULATIONS DE L'EXPRESSION ET DE L'ACTIVITE
DE SIRT1

1. Régulation du niveau d’expression de Sirtl

Bien que Sirtl soit ubiquitaire, son niveau d’exgsien varie d’un tissu a l'autre (24,
25) et en fonction de nombreuses conditions phygiques ((37) pour revue). La restriction
calorique, chez les rongeurs ou les humains, stifexkpression de Sirtl aussi bien dans le
muscle, le cceur ou le tissu adipeux, alors qu'gmré gras tend a diminuer son expression
(38-44). Cependant, I'expression de Sirtl semhie @gulée de maniére différente dans le
foie puisque I'expression de Sirtl est réduite &n de restriction calorique et augmentée par
un régime gras (45). Lors du vieillissement, I'exgsion de Sirtl diminue dans le coeur ou le
thymus mais augmente en cas de maladie comme ¢ercan la neurodégénération (46-49),
mais le role exact de Sirtl dans ces processus eesbre a élucider. L’expression de Sirtl
peut également augmenter dans le muscle striéettiget chez des rats soumis a un exercice
a I'’endurance ou a un entrainement musculaire G@jn, 'expression protéique de Sirtl est

stimulée en cas d’hypoxie (51, 52).

2. Régulation transcriptionnelle de I'expression dé&irtl

a. FoxO 3a : activateur transcriptionnel de I'expression de Sirtl

La transcription du promoteur Sirtl peut étre gilde par le facteur de transcription
FoxO (fakhead boxO) 3a (53). En effet, il a été montré, chez desutesl cancéreuses
neuronales PC12 soumises a un jelne, que le fadgewanscription FoxO3a était transloqué
dans le noyau ou il se liait aux éléments de répahs facteur de transcription p53 du
promoteur Sirtl. Cette liaison supprime ainsi énatction de p53 au promoteur Sirtl. Etant
donné que p53 réprime I'expression du gene sidh, recrutement par FoxO3a active la
transcription de Sirtl. Cette notion est confirndéas des modeéles de souris KO p53 ou une

augmentation de 'ARNm de Sirtl est observée (3] (bigure 9).
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b. E2F1 : activateur transcriptionnel de I'expresson de Sirtl

L’expression de Sirtl est aussi sous le contraléadteur de transcription E2F1 (54).
E2F1 est un facteur transcriptionnel intervenamisda régulation du cycle cellulaire (55) qui
induit I'apoptose en cas d’augmentation de la fi#ddtion (56). Il a été montré qu'E2F1
induisait I'expression de Sirtl en réponse a uesstrgénotoxique (54). Effectivement, une
transfection d’E2F1 chez des cellules cancereud@9MHaboutit a la fois a 'augmentation du
niveau d’expression de la protéine Sirtl et de A®NmM, mais aussi a l'activation du
promoteur Sirtl. De plus, une infection par le sirAd-7 induit une augmentation de
I'expression de Sirtl chez des fibroblastes embaies de souris (MEF) mais pas chez des
MEF E2F1" (54) (Figure 9).

c. HIC1 : inhibiteur transcriptionnel de I'expression de Sirtl

Un autre régulateur de Sirtl au niveau transcmpigb est le supresseur de tumeur
HIC (hypermethylatedn cancer) 1 (57). HIC1 est un répresseur transcripgbioopérant
avec p53 pour supprimer le développement de catiésrau vieillissement (58, 59). Il a été
montré, chez des cellules cancéreuses, que langeesEHIC1 réprimait la transcription de
Sirtl. Cette répression aboutit a I'acétylatiomattivation de p53, responsable d’'un arrét de
la croissance et d’'une stimulation de I'apoptose.cAntraire, en cas de perte d’expression
d’HIC1, Sirtl est surexprimée induisant la déa@digh et I'inactivation de p53, aboutissant
ainsi a une augmentation du risque de développetnamiral (57). Sirtl posséde donc des
fonctions anti-apoptotiques et pro-oncogéniquesiited en cas d’inactivation de HIC1 (37)
(Figure 9).
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Figure 9. Régulation transcriptionnelle de Sirtlogifiée d’'apres (37))1: la liaison du facteur de
transcription p53 sur le promoteur de Sirtl réprgadranscription. Cependant, durant un jeline, Baxo
s'associe a p53 et leve la fonction d’inhibitionmies, activant ainsi la transcription de Si2l.en cas

de stress génotoxique, E2F1 est surégulé et vixesesiur le promoteur de Sirtl permettant ainsi sa
transcription.3: en conditions normales, HIC1 se fixe sur le prvteur de Sirtl empéchant sa
transcription ; cependant lors d’'un développememiotral, I'expression d’HIC1 diminue induisant ainsi
la transcription de Sirtl (HIC 1_ypermethylatedn cancer 1 ; FoxO3a : forkhead box O 3a; Sirtl :
sirtuine 1).

3. Régulation de 'activité de Sirtl

Trois protéines majeures sont capables de régjaldivité de Sirtl par une liaison

directe protéine-protéine.

a. AROS : activateur de l'activité de Sirtl

AROS (ative regulator 6 Sirt1) agit comme un régulateur positif de Sirtl. &ifet, il
a été montré qu’AROS augmentait la déacétylatiopgBedépendante de Sirtl, inhibant ainsi
I'activité transcriptionnelle de p53 (60). La prioie& AROS se lie & un domaine contenu dans
la région N-terminale de Sirtl, qui augmente laac#tg de Sirtl a déacétyler p53. Cette
interaction entre AROS et Sirtl induirait un changet de conformation de la structure de

Sirtl qui augmenterait 'efficacité enzymatiquedite catalytique de Sirtl (60) (Figure 10).
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b. DBCL1 : inhibiteur de I'activité de Sirtl

Une seconde protéine peut réguler I'activité d¢lSiDBC (celeted in_lpeast_ancer)

1. DBC1 a été identifiee a I'origine comme un gedeessif délété dans les cancers du sein.

DBC1 code une protéine impliquée dans les proceapogtotiques. Il a été montré que
DBC1 pouvait former un complexe stable avec Sirlvivo et in vitro et réguler
négativement son activité (61, 62). DBC1 interalyjiectement avec le domaine catalytique
de Sirtl au moyen d’'un motif leucine zipper (61).83ette interaction entre DBC1 et Sirtl
empéche probablement 'accés des substrats de &stin site catalytique, puisqu’il a été
montré qu’une surexpression de DBC1 diminuaitdésdtn et la déacétylation de substrats de
Sirtl, tels que p53 ou FoxO3a (Figure 10). Ainsingl le cas du cancer du poumon, la

régulation négative de Sirtl par DBC1 pourraitngala tumorigenése (64).

I I

| l

1 activité de Sirtl L activité de Sirtl
v l
Déacétylation de p53 Acétylation de p53
Apoptose inhibé Apoptose activé

Figure 10. Représentation schématique de l'acti®fR@S et de DBC1 sur Sirtl. AROS stimule
l'activité de Sirtl et conduit & une hypo-acétylatde p53 induisant ainsi une inhibition de sornvaét
pro-apoptotique. Au contraire, DBC1 inhibe I'acté&/de Sirtl et aboutit a une hyper-acétylation & p
induisant son activité pro-apoptotique (AROctive regulator_é Sirtl ; DBCL1 : celeted in_lpeast
cancer 1 ; Sirtl : sidine 1).
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c. SENP1 : inhibiteur de I'activité de Sirtl

L’activité de Sirtl peut également étre moduléenamyen d’'une sumoylation. La
sumoylation est une modification post-transcriptielie dans laquelle des protéines SUMO
(small wbiquitin-related _mdifier) sont fixées sur des résidus lysine de pnet cibles.
Comme l'ubiquitination, la sumoylation est catalysgn trois étapes impliquant une enzyme
activatrice E1, une enzyme de conjugaison E2 etligase E3. La réaction inverse de
désumoylation est effectuée au moyen des SENRri(sspecific potease) désumoylases
(65). En 2007, Yangt al. ont montré, chez des cellules DU145, que la slation de la
lysine 734 de Sirtl entrainait une augmentatiosaleactivité. Inversement, une mutation de
cette lysine en arginine, ainsi qu'une désumoytatie Sirtl par une désumoylase nucléaire,
SENP1, aboutissaient a une inhibition de I'actidi&Sirt1 (66) (Figure 11).

El, E2 etE3

S,ubs,trat, ¢ Sirt1 Suk?strgt
déacétylé acétylé

SENP1

Survie cellulaire Mort cellulaire

Figure 11. Représentation schématique de l'actierSENP1 sur Sirtl (modifiée d'aprés (66)). En
conditions normales, Sirtl est sumoylée et actBigl déacétyle et supprime I'activité des substrat
apoptotiques favorisant ainsi la survie cellulaie.réponse a un stress génotoxique, SENP1 s’associ
avec Sirtl qui devient désumoylée et moins actiwesi les substrats pro-apoptotiques inhibés pef Si
deviennent actifs et causent la mort cellulaireNBE : setrin-specific_potease 1 ; Sirtl : sirine 1 ;
SUMO : gnall Wbiquitin-related mdifier).

4. Régulation pharmacologique de l'activité de Sid

De nombreuses molécules sont capables d'infludiamivité catalytique de Sirtl par
modification de I'affinité de Sirtl pour ses subsst

a. Activateurs

Le NAD" est un activateur naturel de Sirtl (17, 18). Uneyme, la_icotinanide

phosphoribosytansférase (Nampt), essentielle dans la régulatema synthése du NAD
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(Figure 12), intervient dans cette régulation. Eateune augmentation de la concentration de

la Nampt stimule I'activité de Sirtyja une augmentation du NA67).
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Figure 12. Voie de biosynthése du NA® partir du nicotinate et voie de récupératioNe\D ™ a partir

du nicotinamide (modifiée d’aprés http://hermenubsso.sfr.fr) Biosynthése: chez les mammiféres, le
nicotinate est converti en NAD par ajouts successifin groupement ribose phosphate par la Npt, d’'un
groupement AMP par la Nmnat et d'un groupement amiar la NAD synthétase, groupements fournis
respectivement par le PRPP, 'ATP et la glutamif@cupération: chez les mammiféres, le
nicotinamide est converti en nicotinamide mononaiide par la Nampt, puis en NAD par la Nmnat par
ajouts successifs d’'un groupement ribose phospgHatéun groupement AMP, fournis respectivement
par le PRPP et 'ATP (AMP :d&nosine_ranophospate ; ATP :_dénosine_riphosphate ; NAD:
nicotinamide _adénine _éhucléotide ; Nampt : _inotinanmide phosphoribosytansférase ; Nmnat :
nicotinamide/acide nicotinique _onorucléotide _dénylylransférase ; Npt: acide_icotinique
phosphoribosytansférase ;  PPi : pyrophosphate inorganique ; PRPPB-phosphoibosyl-1-
pyrophosphate).

D’autres activateurs chimiques de Sirtl sont confiasis les activateurs décrits ci-

dessous apparaissent réguler l'activité de Sirtldpainution de la constante michaelienne

des substrats acétylés, permettant ainsi une nn&liffinité de Sirtl pour son substrat (68).

Parmi ces activateurs, les polyphénols, issus ld@sgs, sont caractérisés par la présence d’'un

ou de plusieurs groupements phénoliques. lls appadnt principalement a trois catégories :
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les chalcones (comme la butéine), les flavonede (tglie la quercétine) et les stilbenes
(resveratrol) (Tableau 3) (68, 69).

Nom commun Nom chimique Structure du composg  Stimation de Sirtl
e OH
o i .
Resveratrol 3,5,4'-trihydroxyirans-stilbéne ERY B x 13,4
oM
OH
o
Butéine 3,4,2' 4'-tétrahydroxychalcone H‘J"f’}?._hrlj' = x 8,5
QM 0
oH
,,-;l,,l,,_-::ll
uercétine 3,5,7,3',4-pentahydroxyflavone T 1 1 X 4,6
st
s
oH O

Tableau 3. Activateurs naturels de Sirtl : les pbgnols (modifié d’aprés (69)). La stimulation de1S
correspond a l'activité de Sirtl avec le compos80(LuM) divisée par l'activité de Sirtl avec le
véhicule chez des cellules HelLa (Sirtl :8ive 1 ; uM ;_nicromolaire).

Le resveratrol permet d’augmenter la durée de @irainbreuses especes, telles que la
levure et le ver (69-74) et d’améliorer 'état da® général, chez les mammiferes, de facon
dépendante a Sirtl (75-80). Cependant, il a ététaque le resveratrol n'était pas un
activateur direct de Sirtl et qu’il pouvait ausgirasur d’autres protéines (81-83). L'AMPK
(AMP-activated protein ikase), enzyme métabolique qui régule la transonpde I'enzyme
Nampt, en est un exemple (84-86). Ainsi, le redveractiverait ’TAMPK qui elle-méme
activerait & son tour Sirtlia une augmentation de la synthése de NAG chapitre V.2.b de
la seconde partie).

Dans le but de trouver des activateurs spécifigieeSirtl, de nouvelles molécules ont
éte décrites : SRT1720, SRT1460 et SRT2183 (87% Melécules, qui possédent des
structures différentes des composés naturels peatedFigure 13), sont jusqu’a 1000 fois
plus puissantes que le resveratrol (Figure 14). (8&)spécificité de ces molécules est aussi

controversée (cf chapitre V.2.b de la secondegarti
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Figure 13. Structure chimique des activateurs dé §inodifiée d’aprés (87)).
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Figure 14. Comparaison de l'efficacité du resvedattu SRT1460, SRT1720 et SRT2183 sur 'activité
de Sirtl mesurée avec le substrat Fluor de Lys ifidedd’aprés (87); Sirtl: siiine 1; uM:
micromolaire).

b. Inhibiteurs

Les inhibiteurs de Sirtl les plus anciens sontrtenel (88) et la splitomicine (89, 90)
(Figure 15). Depuis, de nombreux inhibiteurs detlSiont été mis en évidence: le
phloroglucinol (91), I'indol (92) ou les dérivés daramine (93). Cependant, la majorité des
composés mentionnés ci-dessus peuvent aussi bhlabein Sirtl que Sirt2 (68). Le
nicotinamide, produit issu de la réaction de dgdatdn de Sirtl, est également un inhibiteur
naturel de Sirtl (Figure 15) (94). De facon anatogu NAD, activateur de Sirtl, le NADH
peut, lui, inhiber I'activité de Sirtl. Enfin, poaompléter cette liste, les composes, tels que le
dihydrocoumarine, le HR73, 'lEX527 ou encore I'’AGKRpartiennent également a la famille
des inhibiteurs de Sirtl (95).
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Sirtinol Splitomicine Nicotinamide

Figure 15. Structure chimique de quelques inhibb&eie Sirtl (d’aprés (90)).
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FONCTIONS REGULATRICES DE

SIRT1

Du fait de I'importance de Sir2 dans la régulatittnla durée de vie et de son role lors

d’une restriction calorique, de nombreuses étudesosat intéressées au role de Sirtl dans la

régulation de plusieurs fonctions métaboliques deszmammiféres. Le tableau ci-dessous

(Tableau 4) regroupe les nombreuses cibles de &ipphar conséquent les fonctions régulées

par Sirtlvia ces cibles.

Substrat Tissu / Cellules Activation/inhibtion Effes biologiques Références
AceCS1 Cos-7 Activation 1 lipogenese (96)
AP1 JB6 Activation 1 activité transcriptionnelle (97)
AR LnCaP Inhibition | activité transcriptionnelle (98, 99)
Atg5, 7 et 8 Hela Activation 1 autophagie (100)
cJun HEK293 Inhibition | activité transcriptionnelle (101)
CLOCK Foie, NIH3T3 et JEG3 Activation 1 transcription des génes| (102, 103)
BMAL1 circadiens
cortactin MEF Activation 1 mobilité cellulaire (104)
E2F1 U20S et H1299S Inhibition | apoptose (54)
eNOS Cellules endothéliales| Activation 1 homéostasie vasculaire (105)
de veine et d'aorte
FoxO1 HepG2 et HEK293 Activation 1 activité transcriptionnelle (106)
Sv40 Activation 1 néoglucogénese (78)
Inhibition | stress oxydatif
HEK293 et 3T3 Activation | activité transcriptionnelle (207)
HEK293 Activation 1 activité du promoteur (108)
IGFBP
FoxO3 293T et fibroblastes Inhibition | apoptose (109)
FoxO3a HEK293T et HelLa Inhibition | apoptose (110)
| activité transcriptionnelle
FoxO4 Activation 1 résistance au stress (112)
HEK293T Activation 1 activité transcriptionnelle (112)
H1 293F Activation 1 formation (113)
hétérochromatine
HES1 293T Activation | activité transcriptionnelle (114)
HEY2
HNF4-a HepG2 Inhibition | activité transcriptionnelle (115)
Ku70 Q293A Activation 1 activité réparatrice de (116)
'ADN
293T Activation | apoptose (38)
LKB1 HepG2, HEK293T et Activation | accumulation lipidique | (117, 118)
Hela hépatique
LXR HEK293T Activation 1 fuite cholestérol (119)
1 lipogénese
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MEF2D 93T et C2C12 Inhibition | myogénéese (62)
MyoD 293T et C2C12 Inhibition | myogénése (120, 121)
pCAF
NF-kB NCI-H460 Inhibition | activité transcriptionnelle (122)

1 apoptose
Cellules neuronales Inhibition 1 inflammation (76)
primaires corticales 1 neuroprotection
p300 Cellules HEK293 Inhibition | activité transcriptionnelle (123)
p53 H1299 Inhibition | apoptose (124)
MEF Inhibition 1 apoptose (125)
Sv40 Activation | apoptose (126)
MEF Inhibition | activité transcriptionnelle (227)
| sénescence cellulaire
MEF Inhibition | apoptose (128)
ES Inhibition | apoptose (129)
p73 HEK293 et HelLa Inhibition | activité transcriptionnelle (130)
PGC-la PC12 Activation (131)
Foie et hépatocytes Activation 1 néoglucogénese (132, 133)
1 fonctions mitochondriales
Muscle et C2C12 Activation 1 fonctions mitochondrialeg (80, 134,
1 oxydation des acides gras  135)
Muscle et C2C12 Activation (136)
Tissu adipeux Activation 1 fonctions mitochondriales (80, 134)
1 thermogénése
PPAR-y 3T3-L1 Inhibition | adipogénése (75)
1 lipolyse

PTP1B C2C12 Inhibition 1 sensibilité a I'insuline (43)
RBP1 H1299 et Hela Inhibition | sénescence cellulaire (137)
Smad7 Cos-7 Inhibition | apoptose (138)
Sox9 293 Activation 1 activité transcriptionnelle (139)

Tat HEK293 et HelLa Activation 1 transactivation HIV (140)

TLE1 Hela Activation | activité transcriptionnelle (141)
UCP2 INS-1 et MING Inhibition 1 sécrétion insuline (142, 143)
UCP3 Muscle et C2C12 Inhibition (144)
WRN HEK293 Activation 1 stabilité du génome (145)

Tableau 4. Génes dont I'expression est directernégtilée par Sirtl et fonctions métaboliques
associées. (modifié d'aprés (146); AceCSl :ty€€0A synthetase_ 1 AP1: ativator-gotein 1; AR:
androgen _eceptor ; atg :_w@ophag-related protein; CLOCK/BMALL : circadian clockeges; eNOS:
endothelial ritric oxide g/nthase ; FoxO : fixhead boxO; H1 : histone 1; HES1/HEY2 : bHLH repressor
proteins ; HNF4e : hepatic _uclear &ctor 4 ; LKB1 : serine/threonine kinase ; LXR ivér X receptor ;
MEF2D : nyocyte-specific_ahancer dctor 2D ; NF«B : nuclear_&ctork-light-chain-enhancer of activated B
cells ; pCAF :_800/(BP-sssociated dctor ; PGC-& : peroxisome proliferator-activated receptoroactivator
la ; PPARy : peroxisome poliferator-activated_eceptory ; PTP1B :_potein {rosine_fhosphatase 1BRBP1 :
retinol binding protein 1; Smad7 ;_rathers gainst_@capentaplegic homolog; Tat : human immunodeficiency
virus protein ; TLE1 :ransducinike enhancer of splin 1 UCP :_uncoupling gotein ; WRN : Werner syndrome

protein).

Par la suite, on s'intéressera aux fonctions dd 8ans :

- le tissu adipeux,

- le pancréas,

- le foie,

- le muscle strié squelettique.

Ces fonctions principales sont résumées dansuaefiti6.
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Foie

PGCle
FoxO1 W
Pancréa:

1 néoglucogenése

| glycolyse
1 oxydation des acides g

1 sécrétion d'insulin

Muscle strié squelettiqut

Tissu adipew

| myogenése

1 oxydation des acides gras I oxydation des acides gras

| adipogenése 1 activité mitochondriale

1 sensibilté a I'insuline

Figure 16. Fonctions principales de Sirtl dansedéffits tissus (FoxOL :rkhead boxO 1 ; HNF-4y :
hepatic _uclear _&ctor 4 ; PGC-Li: peroxisome proliferator-activated receptprcoactivator _ ;

PPAR+« : peroxisome poliferator-ativated_eceptory ; UCP2 :_ucoupling potein 2.

Il. FONCTIONS DE SIRT1 DANS LE TISSU ADIPEUX

Le récepteur nucléaireeppxisome_poliferator-activated _eceptor (PPAR)- est un
régulateur transcriptionnel clé du métabolisme dsut adipeux. Il intervient dans la
régulation de I'adipogenése et du stockage deesgrhs dans le tissu adipeux blanc (147).
La perte d’activité de PPAR<chez des souris KO PPARentraine une perte de tissu adipeux
(148). Il a été montré que Sirtl pouvait a la féiguler le programme de différenciation des
adipocytes, mais aussi I'oxydation des acides g¢nag des adipocytes difféerenciés, en se liant
a PPARy (Tableau 5). En effet, chez des préadipocytesl3l;3e blocage de Sirtl au moyen
d’'un ARNSsi induit 'adipogenése avec une augmémtatiu niveau d’expression en ARNm

et en protéine de PPAR-et de ses genes cibles, tels que les facteurgadsctiption
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CCAAT/enhancer-imding potein (C/EBP)e et -6 impliqués dans la différenciation
adipocytaire (75, 149). Chez des cellules 3T3-Lffédinciées, cette invalidation aboutit a
'accumulation de triglycérides (75). Au contraingpe surexpression de Sirtl exerce des
effets inverses, c'est-a-dire, un retard de l'ag@uwese avec une diminution du niveau
d’expression de PPAR-et C/EBPe et -6, et une stimulation de I'oxydation des acides gras
chez des adipocytes différenciés. Cette inhibitilen PPARy par Sirtl est induite par la
liaison de Sirtl au corépresseur NCoRdlear_eceptor_o-repressor) de PPAR{75). Il a

étée montré, plus récemment, que par un rétrocentrégjatif de C/EBI-sur Sirtl, C/EBR:
pouvait réduire sa propre expression et donc imhikdipogenese en activant I'expression de
Sirtl (150) (Figure 17). Ainsi, chez des préadipgesyune surexpression de C/E&mduit
une augmentation du niveau d’expression endogénARNMmM et en protéine Sirtl. Plus
spécifiguement, C/EBRB-se lie directement a I'élément de réponse CB&BE-o binding
site) 1, situé en position -567 a -550 du promot8utl afin de réguler la transcription de
Sirtl (150).

adipogenése

Figure 17. Régulation transcriptionnelle de I'adjpnése par Sirtll : PPARy stimule la transcription
de C/EBPe ; 2: l'activation de C/EBRr a pour but d’induire I'adipogenese3;: I'expression de
C/EBP+ va activer par rétrocontrdle la transcription delS 4 : Sirtl va inhiber la transcription de

PPARy (C/EBP#« : CCAAT/enhancer-inding potein ; PPARy : peroxisome_poliferator-activated
receptory ; Sirtl : sirtiine 1).

Sirtl semble aussi avoir un role dans la régulatierla sécrétion de I'adiponectine,
protéine sécrétée par le tissu adipeux pour séigsibie foie et le muscle a I'action de
I'insuline. Des souris surexprimant Sirtl soumiaegn régime gras possedent une sécrétion
d’adiponectine augmentée, ainsi qu'une meilleuresibdité a l'insuline comparativement a

des souris sauvages (151). De facon contradictairee autre étude montre qu’une
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transfection d’'un ARNSsi Sirtl chez des adipocytéfienciés induit une augmentation de la
sécrétion d’adiponectine (152).

Comme Sirtl semble favoriser la sensibilité a Uihge, cette derniére pourrait étre
une cible pharmacologique intéressante chez désngmatteints de diabéte de type Il et/ou
d’'obésité. Il a été montré que le traitement deisquar du resveratrol ou du SRT1720 rend
les animaux résistants a I'obésité induite par é@gime gras, et les protégent contre le
développement de l'insulino-résistance (43, 79, 80, 134) (Tableau 5). Ceci pourrait en
partie s’expliquer par une stimulation du métalmésoxydatif et une diminution de la taille
des adipocytes avec activation des génes conti@aniépenses énergétiques, tels que PPAR-
a ety et TR (hyroid hormoneeceptors) (134).

Techniques utilisées Fonctions inhibées ou stimukge Références
ARNSsi de Sirtl 1 accumulation des triglycérides (75, 149)

1 adipogenése

Surexpression de Sirtl 1 oxydation des acides gras (75)
| adipogenése

Resveratrol 1 sensibilité a 'insuline (43, 79, 80, 87)

1 nombre et taille des mitochondrieg
SRT1720 1 sensibilité a l'insuline (134)

1 nombre et taille des mitochondrieg

| taille des adipocytes

Tableau 5. Modulations expérimentales de Sirtlffetephysiologiques associés dans le tissu adipeux
(ARNSiI : xide fibonucléique_mall intefering ; Sirtl ; sittine 1).

lll. FONCTION DE SIRT1 DANS LE PANCREAS

En plus de réguler la sensibilité a l'insuline,tSipeut également intervenir dans la
régulation de la sécrétion de cette derniére (Bab6). Il a tout d’abord été observé que Sirtl
était spécifiquement exprimée dans les cell@igsancréatiques (142, 143), suggérant que
Sirtl interviendrait dans la fonction endocrine gdancréas. En effet, chez des souris
surexprimant Sirtl spécifiquement dans les cell@ilgmncréatiques (BESTO), il y a une
augmentation de leur capacité a sécréter de limswgn réponse au glucose (143). Cette
régulation de la sécrétion d’insuline passe parrdgulation de I'expression d’UCP

(mitochondrial_mcoupling potein) 2, protéine régulant négativement la sémmét’insuline.

45



Revue bibliographique
Fonctions régulatrices de Sirtl

Quand UCP2 diminue dans les cellupepancréatiques, le couplage entre la respiratida et
synthese d’ATP augmente, d’ou une augmentatioradgrdduction mitochondriale d’ATP
qui facilite la sécrétion d’insuline (153). Dans leellules BESTO, une diminution du niveau
en ARNm et en protéine UCP2, ainsi qu'une augmiemtate la production d’ATP, ont été
observées (143). De plus, une surexpression dé &gz des cellules pancréatiques MIN6G
s'accompagne d’'une diminution du niveau en ARNm BIC&lors qu’une invalidation du
gene Sirtl par ARNsi chez les cellules MIN6 ou IN8duit une augmentation de TARNm
UCP2 (142, 143). De maniere similaire, il a été trignchez des cellules MIN6 ou INS-1,
gu’une inhibition de I'activité de Sirtl par du atmamide, aboutissait a une augmentation du
niveau en ARNm et en protéine UCP2, ainsi qu’a locdge de la sécrétion d’insuline (142).
Plus spécifiquement, Sirtl réprime la transcriptdCP2 par liaison directe avec son
promoteur (142). Cependant, la stimulation de @aé&n d’insuline en réponse au glucose
chez les souris BESTO est abolie avec I'age (16#ez ces souris agées, on n’observe
aucune diminution de lI'expression d’'UCP2. Il semditeque I'abolition de la sécrétion
d’'insuline en réponse au glucose soit liée a unerdition de la synthése du NADpuisque

le nicotinamide mononucléotide, composé intermégliaynthétisé a partir du nicotinamide
dans la voie de biosynthése du NA@Figure 12), est diminué chez les souris BESTGeéigé
(154). De plus, chez ces derniéres, une inject@midotinamide mononucléotide restaure
I'effet bénéfique de Sirtl sur la sécrétion d’insalstimulée par du glucose. Ainsi, au cours
du vieillissement, la synthése du NADet l'activité de Sirtl diminuent aboutissant a

I'inhibition de I'effet positif de Sirtl sur la sé&tion d’'insuline chez les souris BESTO.

Techniques utilisées Fonctions inhibées ou stimukge Références
Surexpression de Sirtl 1 sécrétion d'insuline (143)
ARNSsi de Sirtl | sécrétion d’insuline (142)
Nicotinamide

Tableau 6. Modulations expérimentales de Sirtl fiettee physiologiques associés dans le pancréas
(ARNSsi : ecide iibonucléique_mall intefering ; Sirtl ; sittine 1).
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V. FONCTIONS DE SIRT1 DANS LE FOIE

1. Régulation de la néoglucogenese

PGC (mroxisome proliferator-activated receptocoactivator)-k est un coactivateur
transcriptionnel, découvert dans les cellules gsutiadipeux brun (155) intervenant dans la
régulation de nombreuses fonctions physiologig@esdernier est notamment un régulateur
clé de la production de glucose dans le foie ceezsoburis diabétiques ou soumises a un jedne
par sa régulation de la néoglucogenése (156-16Q)puwsqu’il a été mis en évidence que,
chez des souris soumises a un régime gras et eitentent au resveratrol, il y avait une
augmentation du nombre de mitochondries dans le f&ti une augmentation de la
déacétylation de PGCalil est possible que Sirtl puisse intervenir denségulation du
métabolisme hépatique (79) (Tableau 7). Effectiveimehez des souris soumises a un jedne,
il y a une augmentation conjointe du niveau d’egpien protéique de Sirtl et de PGC-
la dans le foie (132). A I'inverse, une inhibition Hactivité de Sirtl par du nicotinamide
dans des cellules 293T favorise I'acétylation deCPig (132). De plus, il a été montré que
Sirtl, en coactivant et déacétylant PGLek fagon dépendante au NAPouvait favoriser
I'expression génigue d’enzymes de la voie néoglénagie et inhiber I'expression génique
d’enzymes de la voie glycolytique dans le foie @monse a un jelne (132). De plus, chez des
hépatocytes surexprimant PG@-&t cultivés en présence de pyruvate (augmentarstiie
NAD*/NADH), il y a une stimulation de I'expression dgénes de la néoglucogenése, tels
qgue les genes de lagsphoéol-pyruvate arboxyknase (PEP-CK) etlgcose-6phosphatase
(G-6-Pase) et une inhibition de I'expression dasegeade la lgcokinase (GK) et la yruvate
kinase (PK) de la glycolyse (132). De fagcon congrdia transfection d’'un ARNsi Sirtl dans
ces hépatocytes aboutit a la répression de l'exmesde PEP-CK et de G-6-Pase et a
I'activation de I'expression de GK et de PK (13R)us spécifiquement, il a été montré que
Sirtl formait un complexe protéique avec PGCet HNF (fepatic_mclear_fctor)-4: (132),
facteur transcriptionnel essentiel a l'induction Kexpression génique des genes de la
néoglucogenese par PGG-159) (Figure 18 et Tableau 7).

Une étude plus récente (161) montre également qu®F et HNF-4 sont impliqués
dans la régulation de I'expression génique de la ¢z des hépatocytes soumis a un
traitement au resveratrol. FoxO1 est un facteunrstaptionnel essentiel a la régulation de la

production hépatique de glucose (158, 162, 163psO&tude de Ganjamet al, suite au
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traitement de souris avec du resveratrol, il y @ angmentation du niveau en ARNm de PEP-
CK, mais une diminution en ARNm et en protéineal&K (161). De facon plus spécifique,

il a été montré, chez des hépatocytes, que Fox&Xldéacétylé en présence de resveratrol, et
qu'il était requis pour la diminution de I'expresside la GK induite par le resveratrol. Cette
diminution de I'expression de la GK résulte de ti@e de FoxOl avec HNFe4: le
resveratrol augmente leur interaction dans lestbép@es, ce qui supprime le recrutement de
HNF-4a0 sur son site de liaison situé sur le promoteurébldinsi diminue la transcription de
la GK (161) (Figure 18 et Tableau 7).

Une autre étude montre également I'importance dtl $ians la régulation de la
néoglucogenése par la déacétylation de FoxO1l (#Xéacétylation de FoxO1 par Sirtl,
suite a un traitement des cellules H4IIE par dweesrol, favorise I'accumulation de FoxO1
dans le noyau, augmentant ainsi la transcriptiomg&lees néoglucogéniques dépendante de
FoxO1, comme la G-6-Pase (78) (Figure 18). D'apiétside de Puigserveet al. (158),
FoxOl et PGCA interagissent ensemble dans le programme néodguapge. En effet,
PGC-1 se lie et coactive FoxO1 dans le but d’induireéaglucogenese (158). D’apres les
études précédentes, on peut ainsi dire que l'actlenSirtl sur la régulation de la
néoglucogeneése pourrait étre dépendante de laivatam de FoxO1 par PGCal(Figure 18
et Tableau 7).

Chez des rats diabétiques, dont les niveaux en ARdtinen protéine Sirtl sont
diminués de 75 % grace a un oligonucléotide amiss®irtl, on observe une diminution des
niveaux en ARNm et en protéine PEP-CK et du niveiaARNmM de la G-6-Pase (164). Ces
diminutions sont probablement le résultat d’'uneidirtion de I'activité transcriptionnelle du
facteur FoxO1l et du coactivateur PG&-fuisqu’en présence d’oligonucléotide anti-sens
Sirtl, leurs niveaux d’'acétylation est fortemergraenté (164) (Figure 18 et Tableau 7).

Une autre étude de Rodgess al. (165) utilisant des souris invalidées pour Sirtl
hépatique par ARNsh renforce les observations ssuke En effet, I'invalidation du géne
Sirtl hépatique en condition de jeline chez cesisdiminue I'expression des génes de la
néoglucogénese, tels que PEP-CK et G-6-Pase etidavbexpression de ceux de la
glycolyse. Comme précédemment, ces effets sontiteédtrent lies a [lactivité
transcriptionnelle de FoxOl et PGG;1 puisque linvalidation hépatique de Sirtl
s’'accompagne d’'une augmentation du niveau d’adéglale ces deux protéines (165). De
plus, une surexpression de Sirtl chez ces sourblitétous les changements créés par
l'invalidation du gene Sirtl hépatique et cela deoh dépendante de PG@-1165) (Figure
18 et Tableau 7).
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Figure 18. Régulation transcriptionnelle de la néoggenese et de la glycolyse par Sirtl. En cas de
stimulation de I'expression de Sirtl, Sirtl va dégler PGC-&, FoxO1 et HNF-4 et favoriser leur
interaction dans le but de stimuler la néoglucogeret inhiber la glycolyse (PGG/HNF-4a : (132) ;
PGC-k/FoxO1 : (158) ; FoxO1/HNFe4: (161) ; Ac : groupement étyl ; FoxO1 ;_fokhead boxO 1 ;

HNF-4a : hepatic_miclear_fictor 41 ; PGC-Li : peroxisome proliferator-activated recepfocoactivator
1o ; Sirtl : sirtiine 1).

L’effet stimulateur de Sirtl sur la néoglucogendéerit dans les études ci-dessus est
cependant soumis a controverse (115, 166) (Tablpdtn effet, chez des hépatocytes soumis
a un jelne, I'addition de SRT1720 ou de resveratipolutit & la déacétylation et a I'inhibition
de CRTC (REB regulated tanscription oactivator) 2, stimulateur de I'expression des gene
de la néoglucogenése (166). De plus, I'ajout dismimamide ou de resveratrol, activateurs
de Sirtl, chez des hépatocytes HepG2 conduit adimaution de 'TARNm de PEP-CK
(115). Le promoteur PEP-CK posséde un site deoliaés HNF4e situé en position -272 a -
252. Ainsi, une fois activée par l'isonicotinamidgirtl déacétyle HNF4-diminuant ainsi
I'affinité de liaison d’HNF4e pour son site de liaison au promoteur PEP-CK,uendpibe la
transcription du gene PEP-CK (115).

Pour résumer, les études montrant une stimulat@tadnéoglucogenése par Sirtl

utilisent des techniques qui régulent directeméstplession de Sirtl (ARNsi, ARNSsh,
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surexpression...), alors que les deux études contoadis utilisent quant a elles des
molécules activatrices de l'activité de Sirtl démtspécificité est controversée (cf chapitre
V.2.b). Ainsi, méme si dans ces études il y a urigbition de la néoglucogenese en cas
d’activation de Sirtl, il est a envisager que lesldoules utilisées pour réguler I'activité de
Sirtl ne sont peut étre pas spécifiques de cettaale et qu’elles jouent également un réle
dans la régulation d’autres protéines, comme peuresveratrol qui active également
I’AMPK (cf chapitre V.2.b).

2. Régulation du métabolisme lipidique et du choléérol

Comme décrit précédemment, de nombreuses étudesnontré que Sirtl était
essentielle a la régulation de la néoglucogeneske ¢a glycolyse. Cependant, il semblerait
que Sirtl intervienne également dans la réguladiométabolisme lipidique, ainsi que dans
celui du cholestérol (165). En effet, I'invalidatiin vivo du gene Sirtl hépatique diminue
I'expression des genes de I'oxydation des acidas,dels que MCAD_(edium _dain ayl-
CoA deshydrogenase) ou CPTafoitine p@mlmitoyltransferase)-1a. De plus, Sirtl régule
I'expression de LXR_{Ver X receptor)e et PGC-B, qui sont eux-mémes impliqués dans la
régulation de I'expression des genes du transporthblestérol (167-170). En effet, leurs
expressions génigues sont diminuées en présenéd\s$ Sirtl. De plus, une seconde étude
a également montré que chez des souris Sirtls/Hileeaux en ARNm de cibles de LXR-
comme SREBP _{srol regulatory &&ment_linding grotein)-1c (165) ou ABCA _(AP-hnding
cassette transporter) 1, régulateurs majeurs de Bomstasie lipidique et du cholestérol (171,
172), étaient diminués dans le foie (119).

Regardons de plus pres le mécanisme par lequél i8gule LXRe et donc celui de
ces genes cibles. LXR-fortement exprimé dans le foie, est un réceptestéaire activé par
les oxystérols ayant un réle central dans le ctatranscriptionnel du métabolisme lipidique
(169). LXR-u fonctionne en formant un hétérodimere avec leptete RXR (etinoid X
receptor) et en se liant aux éléments de réponseeLsfiécifiques localisés dans le promoteur
des genes cibles (167, 173-175). Il a été montez ates cellules HEK293T que Sirtl
déacétylait la lysine K432 de LXR-du complexe LXR/RXR (119). Cependant, il a
curieusement été observé une corrélation inverse &nniveau d’activité de LXR-et son
niveau protéique chez des MEF Sirtl-/- (119). Cpeut s’expliquer par le fait que

l'acétylation de LXRe bloque son ubiquitination et sa dégradation. Hate€omme décrit
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dans la Figure 19, apreés fixation du complexe LXRRRsur les éléments de réponse LXR du
promoteur des genes cibles et induction de la ¢rgptn des genes cibles, Sirtl déacétyle
LXR permettant ainsi a la molécule LXR d’étre ubimuylée et dégradée par le protéasome.
Cette dégradation aboutit au recrutement d’une elteimolécule LXR pour un second cycle
de transcription du gene cible. Ce turnover aitisiidé par Sirtl permet donc I'augmentation
de la transcription des génes cibles de LXR (1E®ufe 19).

R O
m = I— — Déacétylation de LXR par Sirtl
Recrutement de LXR LXRE \
pour un second cyc

Promoteur de génes cibles

C IXR

LXRE ‘ LXRE

%itinaﬂon de LXR

-0

-
Dégradation de LXR

Figure 19. Modéle du réle de Sirtl dans la régofatie la transactivation des promoteurs des génes

cibles de LXR (modifiée d’aprés (119) ; Ac : groommnt aétyl ; LXR : liver X receptor ; LXRE :
éléments de réponse LXR ; RXRetinoid X receptor ; Sirtl : sidine 1 ; Ub ;_ulmuitine).

Techniques utilisées Fonctions inhibées ou stimukge Références
ARNSsi de Sirtl | néoglucogenése (165)
1 glycolyse
Resveratrol | glycolyse (161)
Resveratrol 1 néoglucogenese (78)
Oligonucléotide antisens de Sirtl | néoglucogenese (164)
ARNsh Sirtl hépatique | production de glucose (165)

| néoglucogenese
1 glycolyse
1 synthese lipidique
1 métabolisme du cholestérol

Resveratrol | néoglucogenése (115)

Isonicotinamide (166)

Tableau 7. Modulations expérimentales de Sirtlffetephysiologiques associés dans le foie (ARNSi :
acide iibonucléique_mall intefering ; ARNsh : @de tibonucléique mall hairpin ; Sirtl :_siniine 1).
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V. FONCTIONS DE SIRT1 DANS LE MUSCLE STRIE
SQUELETTIQUE

1. Régulation de la différenciation myogénique

Il y a une quinzaine d’années, alors que Sirtlaitgias connue, beaucoup d’études se
sont intéressées au rble des HDAC et HAT dans fférednciation myogénique chez les
mammiféres (Figure 20). Il a été montré que les Haorisaient la myogeneése. La famille
des protéines CBP/p300 intervient dans le prograntimedifférenciation terminale des
cellules musculaires (176-178) pour coactiverdetdur myogénique MyoD. p300 va ainsi
s'associer et acétyler MyoD permettant la stimatatide la transcription des geénes
dépendante de MyoD (178-180). De plus, CBP/p30@ ¢galement favoriser la myogenése
en stimulant la transactivation médiée par un atdeur myogénique MEF_(yocyte
enhancer_&ctor) 2 (181). La famille GCN5/pCAF, en formant e méme maniére un
complexe avec MyoD, permet aussi de stimuler Im&dion des myotubes (182). Les HDAC
vont quant a elles inhiber la myogenese. En di#stHDAC, en s’associant et en déaceétylant
MyoD ou MEF2, vont empécher la différenciation muage (183, 184). Les HDAC de
classe 2, telles que HDAC 4, 5 et 7 possedent unmadee de liaison leur permettant de
s’associer avec MEF2 et d'inhiber la transcriptiépendante de MEF2 (185, 186-189). Plus
particulierement, 'HDAC 4 peut inhiber lactivité transcriptionnelle de MEF2 par
déacétylation (62). Quant a HDAC 1 de classe &, £Hssocie directement avec MyoD et le

déacétyle, inhibant ainsi son activité transcriptielle (190).
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Figure 20. Réles des HAT et HDAC dans le contr@el'dxpression génique musculaire (modifiée
d’'apreés (183); HAT :_istone _aétylransférase ; HDAC . istone _@acdtylase ; MEF2 :_yocyte-
specific_amhancer dctor 2 ; pCAF : B00-CBP asocaiteddctor).

Puisque I'expression des génes musculaires estéeggar les activités concertées et
opposées des HDAC et HAT, des études se sont peche le réle de Sirtl dans la
régulation de la myogenése chez les mammiféereqrémiere, en 2003 (120), montre que,
comme HDAC1, Sirtl inhibe le facteur myogénique Ryet la différenciation myogénique
(Tableau 8). Une surexpression de Sirtl, chez desblastes C2C12, aboutit a la formation
d'un complexe protéique ternaire composé de SIgCAF et MyoD. Ce complexe
s’accompagne d'une diminution du niveau d’acétglatde MyoD et de pCAF et d'une
diminution du niveau d’expression des genes museslaont la transcription est dépendante
de MyoD, tels que myogénine ou MEF2C, et d’unebiilin de la différenciation (120). Au
contraire, I'addition de nicotinamide permet d’awemter le niveau d’'acétylation de pCAF et
de MyoD, et I'invalidation de Sirtl au moyen d’ufiRAsh induit la différenciation avec une
augmentation de I'expression des genes musculaioesme myogénine et MEF2C (120). I
est également possible que Sirtl régule négativelaemyogenése en inhibant MEF2D,
puisqu’il a été montré que Sirtl pouvait fonctionnemme une déacétylase de MEF2D chez
des cellules 293T (62).

On a vu précemment que l'activité déacétylase dé 8fait sensible aux variations du
ratio NAD'/NADH (120). Si le ratio NAD/NADH est augmenté chez des myoblastes C2C12
(addition de pyruvate), I'expression des genes régpagies est diminuée. Cependant, si
I'expression du gene Sirtl est invalidée au moyan ARNsh, la réponse des myoblastes au
pyruvate est largement diminuée (120). De pluglSeut aussi réguler la myogenése en
réponse a des modifications de la concentratiorglencose (191). Ainsi, des myoblastes
C2C12 cultivées en présence d'une faible quantité gliecose (augmentant le ratio

NAD*/NADH), possédent un retard de la myogenése ave@ooumulation de Sirtl dans les
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noyaux, alors qu’'en présence d'une forte conceatratle glucose (diminuant le ratio
NAD*/NADH), linduction de la myogenése est normale cavene diminution de

I'accumulation de Sirtl dans les noyaux (191).

2. Régulation du métabolisme oxydatif du muscle s squelettique

a. Régulation de PGC-i

Dans le muscle strié squelettique, PGLCekt considéré comme le régulateur maitre
de la biogénése mitochondriale et du métabolismalat¥. Etant donné qu’il a été montré
que Sirtl déacétylait PGGrldans le foie (132), et dans les cellules PC12)(1iBEst a
envisager que Sirtl puisse réguler le métabolisryeaiif dans le muscle strié squelettique
au moyen d’'une déacétylation de PG&L(Iableau 8). La premiére équipe a avoir envisager
ce role est celle de Lagougeal. (80). Dans cette étude, des souris soumises @gime gras
et a un traitement au resveratrol, présentaientaugenentation de la capacité aérobie avec
une augmentation du nombre et de la taille des amitodries dans le muscle strié
squelettique (80). Cette amélioration provienddaitne diminution du niveau d'acétylation
de PGC-# et donc d’'une augmentation de son activité, guassociée a une induction des
genes stimulant la biogenése mitochondriale comRE [uclear_espiratory &ctor)-1, ERR
(estrogen-elated_eceptor)e ou TFAM (facteur deranscription_ntochondrial A). Ces effets
seraient dépendants de Sirtl puisque chez des bemtC2C12 surexprimant PGG;l
I'inactivation de Sirtl au moyen d’'un ARNsh blogaestimulation de I'expression d’ER&-
induite par PGC- (80). Cependant, comme [l'efficacité du resveradmltant qu’activateur
spécifiqgue de Sirtl est soumise a controverseh@pitre V.2.b) et qu’aucune preuve directe
de l'implication n’ait été fournie, I'étude précéde (80) laisse en suspens la question de
I'implication directe de Sirtl dans la régulatiom ohétabolisme oxydatif dans le muscle strié
squelettique. Dans une seconde étude, chez des soumises a un régime gras (134), le
SRT1720, un activateur de Sirtl, semble avoir ucgorm limitée sur la régulation du
métabolisme oxydatif mitochondrial, mais stimweglrogramme d’oxydation des acides gras
(134). En effet, aucune augmentation de I'expressio ARNm des genes, tels que PGC-1
cytochrome c ou citrate synthétase n’est obserkiée ces souris, alors que I'expression des
genes de I'oxydation des acides gras, tels que TPdu MCAD, est stimulée (134) (Tableau
8).
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Toutefois, une étude plus probante de Gerhart-Hihed. en 2007 (135) apporte des
éléments de réponse a la question évoquée ci-ddasmumsierement, Sirtl régule I'expression
des genes du meétabolisme mitochondrial et de l'akgd des acides gras, puisque
I'inhibition de I'expression de Sirtl au moyen d’éiRNsh chez des myotubes primaires ou
I'invalidation de Sirtl chez des MEF Sirtl-/- dimi le niveau en ARNm de génes codant
des protéines mitochondriales, tels que cytochromje MCAD et CPT-1b (135).
Deuxiemement, ils montrent que Sirtl est nécessairla régulation du métabolisme
mitochondrial et a I'oxydation des acides gras.fatmn dépendante de PG@G-IEn effet,
chez des myotubes C2C12 surexprimant P@CFihhibition du géne Sirtl au moyen d’un
ARNsh diminue la stimulation de I'expression de egntels que cytochrome ¢, MCAD ou
CPT-1b induite par la surexpression de PGC{135). Cet effet serait médié par la
déacétylation de PGCalpuisque chez des MEF Sirtl-/-, le niveau d’acéitytade PGC-i
est augmenté (135). Enfin, chez des MEF Sirtl//1éponse a une restriction en glucose qui
conduit & une augmentation du ratio NARADH et a une déacétylation de PG&-haucune
stimulation de l'expression des génes de l'oxydmatdes acides gras n’a été observée,
contrairement aux MEF Sirt1+/+ (135) (Figure 2T ableau 8).
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des protéines mitochondriales

1 oxydation des acides gras

Figure 21. Modéle du contrdle de l'oxydation desdes grasvia la voie Sirtl/PGC-d (modifiée
d’aprés (135); Ac: groupement &gl ; NAD': nicotinamide _a@énine _dhucléotide ; PGCAd:
peroxisome proliferator-activated recepgaoactivator & ; Sirtl : sirtiine 1).

Par ailleurs, il a été montré que Sirtl régulaaictivité du promoteur PGCalvia

MyoD (136). En effet, Sirtl déacétyle PG@-Hans le but de permettre a ce dernier
d’augmenter son activité transcriptionnelle pasba directe avec MyoD (136) (Figure 22).

—>

PGC-In

Figure 22. Représentation schématique du mécardsmégulation de la transcription du gene PGC-1
par Sirtl (modifiée d'aprés (136) ; PG@-1peroxisome proliferator-activated receptoroactivator

la ; Sirtl : sirtiine 1)

Le rble stimulateur de Sirtl sur la biogenese ribociriale est cependant soumis a

controverse (192). Guret al (192) ont montré que l'activité déacétylase d&lSi’était pas
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associée a la capacité oxydative du muscle stuélstjique. Plus précisément, il existe méme
une corrélation inverse entre le niveau d'expressie Sirtl et de PGCaldans le
gastrocnemiudlanc, legastrocnemiugouge, letibialis anterior blanc et letibialis anterior
rouge (192). Lors d’'une stimulation de la biogen@#®chondriale par stimulation électrique
chronigue basse fréquence ou par administration IGAR (5-aminoimidazole-4-
carboxyanide-1$-D-ribofuranoside), il y a une augmentation du nivedxmtession de
PGC-Xi, COX (grtochrome ¢ oxlase subunit) 1V et une diminution de celle de1S{d92).
Enfin, une surexpression de Sirtl dans le musalelwid a une diminution en protéine PGC-
la et COXIV (192) (Tableau 8). Des conclusions siiméia ont été faites par Chaéi al.
(193) : lors d'une stimulation de la biogenése aiitindriale chez des rats, soit par un
exercice, soit par une stimulation électrique clyoa basse fréquence, on observe une
augmentation du niveau protéique de PG(=fldu cytochrome ¢, mais aucune modification
de celui de Sirtl (193).

Techniques utilisées Fonctions inhibées ou stimukge Références

Surexpression de Sirtl | myogenese (120)
ARNsh Sirtl 1 myogenese (120)
Resveratrol 1 biogenése mitochondriale (80)

SRT1720 1 oxydation des acides gras (134)
ARNSsh Sirtl | oxydation des acides gras (135)
MEF Sirt1-/- | génes codant des protéines
mitochondriales
Surexpression de Sirtl | biogenése mitochondriale (192)

Tableau 8. Modulations expérimentales de Sirtlffetsephysiologiques associés dans le muscle strié
squelettique (ARNsh :cade iibonucléique_sall hairpin ; MEF : _nouse_enbryonic fbroblast ; Sirtl :
sirtuine 1).

b. Role de TAMPK

Dans les études précédentes, de nombreuses mesléonleues comme activatrices de
Sirtl ont été utilisées dans le but de stimuler activité. Cependant, si on regarde de plus
pres le mécanisme d’action de ces molécules, ibkaait que leurs effets sur Sirtl ne soient
pas aussi efficaces et spécifiques qu’initialensenthaités. Par exemple, il a été montré que
le resveratrol et le SRT1720 n’activaient Sirtl dmesqu’elle était dosée avec un subsstrat
commercial comportant un fluorochrome (Fluor-dejL{E94, 195). De plus, le resveratrol

peut stimuler I'activité de Sirtl indirectemewia I'activité de 'TAMPK. En effet, il a été
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observé que le resveratrol stimulait I'activité I#&MPK dans des cellules neuro2a et des
neurones primaires (196), ainsi que dans des esllHO et dans le foie de souris (79). De
plus, chez des myotubes L6, I'inhibition de l'adiévde 'AMPK abolit la stimulation de la
prise de glucose induite par du resveratrol (197).

L’AMPK est une enzyme fonctionnant comme un captiid’énergie cellulaire qui
est activée par une augmentation du ratio AMP/AT®8). L'AMPK peut donc étre activée
par des stimuli inhibant la production d’ATP comribypoxie, le stress oxydatif, la
restriction en glucose, ou par des stimuli accéteta consommation d’ATP, tels que
I'exercice musculaire (86). La premiére étude deari I'implication de 'AMPK dans la
régulation de Sirtl est celle de Fulebal. (121) ou il est question de lI'importance de la
Nampt dans le mécanisme d’inhibition de la myogengar Sirtl en cas de restriction en
glucose (121). La Nampt est une enzyme essentielée production du NAD & partir du
nicotinamide (Figure 12). L'AMPK est nécessair€idhibition de la myogenese par Sirtl,
puisqu'en cas de mutation de la sous-unit@-catalytique de I'AMPK (K45R), des
myoblastes soumis a une restriction en glucoseuigadt une augmentation du ratio
AMP/ATP), peuvent se différencier (121). La Namggnt I'expression est stimulée par
'AMPK, serait essentielle dans ce mécanisme puisguinhibition de la Nampt au moyen
d’'un ARNsh permet la différenciation des myoblastesmyotubes (121). Ainsi, en cas de
restriction en glucose, il y a une activation ddMPK qui induit une augmentation de la
transcription de la Nampt, aboutissant & une autatien du ratio NAD/NADH et a une

activation de Sirtl, ceci aboutit a I'inhibition tlemyogenese (121) (Figure 23).
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Figure 23. lllustration de I'inhibition de la myagese par la voie AMPK/Nampt/Sirtl (modifiée d’apres
(121) ; AMP : a@énosine_ranoghosphate ; AMPK :_AMPkinase ; ATP :_dénosine_riphosphate ;
NAD'/NADH : nicotinamide_dénine_ghucléotide ; Nampt : inotinanide ghosphoribosyhansférase ;
Sirtl : siruine 1)

Cependant, 'AMPK pourrait aussi réguler I'activiié PGC-&, en modulant I'activité
de Sirtl par une augmentation du ratio NADADH, mais de fagon indépendante a une
augmentation de I'expression de Nampt (85) (Fidd#te Tout d’abord, I'ajout d’AICAR, un
activateur de I'AMPK, dans le milieu de myoblast€2C12 permet d’augmenter la
déacétylation et I'activité de PGGrlet cela de facon dépendante a Sirtl (85). De phez
des myotubes C2C12, linvalidation du géne Sirtl, rmoyen d'un ARNsh, diminue
'augmentation de I'expression des génes cibleB@€E-Tn comme CPT-1b et cytochrome c,
induite par I'AICAR. Cette régulation de Sirtl pdAMPK est dépendante du ratio
NAD*/NADH, puisque l'ajout d’AICAR chez des myotubes @2 ou chez des souris
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aboutit a I'augmentation de ce ratio (85). Cepehdan contraire de I'étude précédente,
I'action de 'TAMPK sur l'activité de Sirtl seraihdépendante de Nampt, puisque I'inhibition
de l'activité de Nampt ne prévient pas la déacétitade PGC-& (85). L'augmentation du
ratio NAD'/NADH serait, dans ce cas, due a la stimulationmdtiabolisme d’oxydation des
lipides (85). En cas de stress énergétigue (réstricle la concentration en glucose chez des
myotubes C2C12), ces mémes auteurs observent éeem@ents suivants : augmentation de
I'activité de 'AMPK (18-24h), puis augmentation da concentration en NADet de
l'activité Sirtl avec augmentation de la déacéikytatde PGC-& (30-36h) (84). lls ont
également montré que I'’AMPK était la molécule cléoégine des adaptations métaboliques
dépendantes de Sirtl. Des myotubes C2C12 surexgrima forme dominante négative de la
sous-unitéo-1-catalytique de I'AMPK, ou des souris KO AMPK3 ne présentent pas de
modification de la concentration de NADni de déacétylation de PG@;Ini d’augmentation
d’expression des genes mitochondriaux lors d’'usé&iction calorique (84). L'activation de
Sirtl pourrait ainsi étre une conséquence indiredés adaptations métaboliques et

transcriptionnelles induites par I'activation daVPK.
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Figure 24. Activation de PGCalpar la voie AMPK/Sirtl (modifiée d'apres (85) ; Agroupement

acétyl ; AMP : aénosine_manoghosphate ; AMPK :_AMPkinase ; ATP :_dénosine_riphosphate ;

NAD'/NADH : nicotinamide _aénine _ghucléotide ; PGC-d: peroxisome proliferator-activated
receptory coactivator & ; Sirtl : sirtiine 1).

Enfin, une derniére étude plus récente dedfim. montre que 'AMPK est la cible clé
des effets métaboliques du resveratrol (199). Eat,dé resveratrol induit une augmentation
du niveau d’expression de PGG-&t de cytochrome c, ainsi qu’'une augmentationadio r
NAD*/NADH et une déacétylation de PG@-thez des souris sauvages, alors que des souris
KO AMPK sont insensibles a I'action du resvera{t®9).

Les drogues utilisées jusqu'a aujourd’hui, conneesnme activatrices de Sirtl
semblent donc avoir un spectre d’action plus lapge I'activation de Sirtl (194, 195). Il faut
donc utiliser et analyser avec précaution les tétsulobtenus dans ces conditions la. Les
effets bénéfiques de ces drogues semblent indinecte liés a l'activité de Sirtl et
directement liés a celle de 'AMPK. Les deux pro&s AMPK et Sirtl semblent donc
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fonctionner de fagcon coordonnée pour adapter Ipsnses cellulaires aux modifications
environnementales. Il est donc a envisager un ak#PKYSirtl qui contrblerait de

nombreuses fonctions physiologiques dans le msseéesquelettique (86, 200, 201).
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Objectifs

D’aprés I'étude bibliographique présentée ci-desslest clairement établi que Sirtl
est une protéine clé de la régulation du métabaelision glucose. Sirtl facilite tout d’abord
'action de linsuline en augmentant sa sécréti@r f® pancréas et en augmentant sa
sensibilité au niveau de différents tissus (muditdsy adipeux). De plus, dans le foie, Sirtl
stimule la néoglucogenése et inhibe la glycolysefirk au niveau du muscle strié
squelettique ou du tissu adipeux, Sirtl favoriegytation des acides gras. Toutefois, I'action
directe de Sirtl sur la régulation du métabolismeyldicose dans le muscle strié squelettique
n'est pas encore connue. C’est pourquoi, hous aeonis I'hypothése que Sirtl serait
impliquée dans la régulation du métabolisme duagaaans le muscle strié squelettique.

Dans ce contexte, le travail de thése présentéeitiera d’apporter de nouveaux
éléments de compréhension sur la régulation deétalbmlisme par Sirtl dans le muscle strié
squelettique. Pour cela, nos objectifs étaient :

- de déterminein vivo si Sirtl était impliquée dans la régulation depession des
géenes régulant le métabolisme du glucose,
- de déterminem vivo quel était le mécanisme d’action de Sirtl surecedgulation de

I'expression des genes régulant le métabolismduhnge,

- de caractérisein vitro les adaptations métaboliques de myotubes C2CE2don

jelne.
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MATERIELS ET METHODES
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RECUPERATION DE PLASMIDE SUR PAPIER WHATMAN

Références
- Tris trizma base (Sigma-Aldrich T1503)

Principe

Certains des plasmides utilisés au cours de caitmant été généreusement fournis pas d’autrepégui
de recherche. Pour cela, une quantité d’ADN plagmé&nu avait été déposé sur un morceau de papetnvan
dans une zone délimitée. Il s’agit donc de récupéee ADN afin de I'utiliser pour transformer deadtéries
compétentes.

Solutions
tris 10 mM

Protocole

Découper délicatement autour du cercle.

Disposer le morceau de papier au fond d’'un tubemregymf 2 mL.
Déposer 50 pL de Tris 10 mM.

Agiter pendant 5 secondes puis attendre 5 secaathssagiter.
Renouveler pendant 5 minutes.

Disposer le morceau de papier dans un filtre adaptébe eppendorf.
Centrifuger 5 secondes a faible vitesse.

Récupérer le tampon contenant I’ADN plasmidique.

N ~wNE
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TRANSFORMATION DE BACTERIES COMPETENTES

Références
- JM109 competents cells (Qiagen L1001)
- LB Luria Bernati broth (Sigma-Aldrich L3152)
- Agar (Fluka 5039)
- Ampicilline (Sigma-Aldrich A9518)
- Kanamycine (Sigma-Aldrich K1876)

Principe

La compétence d’'une bactérie est un état tempogairéui permet d’absorber des molécules d’ADN

exogenes. Des bactéries IM10&aherichia Colicompétentes sont transformées avec le plasmidenk@nant
qui ne s’intégre pas au génome et se réplique wmément a la bactérie de facon autonome. La tremation
permet une amplification exponentielle rapide @issaodification de la séquence du plasmide. Lenpitde est
porteur d'un géne de résistance a un antibiotiqamapicilline ou kanamycine) permettant la sélectdas
bactéries transformées.

Solutions

- antibiotiques
ampicilline 50 mg/mL
kanamycine 150 mg/mL

- milieux de culturgpH = 7,5
Solide : 15 g d'agar et 25 g de LB dans 1 L d'é&auoclave)
Liquide : 25 g de LB dans 1 L d’eau (autoclave)

Protocole

Laisser dans la glace pendant 1 heure.

Incuber a 42°C pendant 2 minutes dans un bloc &@atudu un bain-marie.

Ajouter 1 mL de milieu LB, puis mélanger délicatetndncuber 1 heure a 37°C au bain-marie.
Centrifuger a 3500g pendant 3 minutes a tempéraiutaante.

Eliminer 1 mL de surnageant. Reprendre délicatemeeritlot avec les 100L restants.

Inoculer une boite de culture contenant I'antilsjo& approprié. Laisser incuber & 37°C pendant bhites
a I'endroit, puis laisser pousser la boite a I'eay@endant 12-16 heures.

NogogkwhE

Puis, le second jour, sélectionner une demie celetiinoculer 10 mL de milieu LB contenant I'antitifue
approprié.

Décongeler, a température ambiante, 100 pL de tesi@ompétentes. Ajouter 1 pL d’ADN plasmidique.
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PREPARATION DE STABS

Références
- Glycérol (Fisher Scientific G/P450/08)

Principe
Les stabs bactériens permettent de conserver déériea compétentes transformées avec de ’ADN
plasmidique plusieurs mois au -80°C.

Solutions
- glycérol a 80 %
80 mL de glycérol + 20 mL d’eau. Autoclaver.

Protocole

1. Suivre la DQuonmdu LB contant les bactéries.

2. Lorsque la D@yonmSe situe entre 0,3 et 0,4, mélanger 400 pL dereuliactérienne a 1 mL de glycérol 80
% stérile. Homogénéiser.

3. Stocker a — 80°C.

Pour décongeler un stab, prélever a l'aide d’une ges petite portion du stab congelé et inoculer un
boite de culture contenant I'antibiotique approprié
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NUCLEOSPIN QUICK PURE D’ADN PLASMIDIQUE

Références
- Ampicilline (Sigma-Aldrich A9518)
- Kanamycine (Sigma-Aldrich K1876)
- LB Luria Bernati broth (Sigma-Aldrich L3152)
- NucleoSpin Plasmid Quickpure (Machinery Nagel 846.50)
- Ethanol (Riedel de Haén 34935)

Principe

Cette technique permet d’obtenir trés rapidementAdeN plasmidique et d’en vérifier sa composition.
Aprés lyse de la paroi bactérienne, digestion emigme des ARNSs, précipitation puis séparation’ ABN
génomique, I’ADN plasmidique est fixé sur une caolerde chromatographie échangeuse d’anions. Ure dri
lavages permet d’éliminer une grande partie dejmes. L’ADN est ensuite élué de la colonne pautafi’'une
solution de plus grande force ionique.

Solutions

- antibiotiques
ampicilline 50 mg/mL
kanamycine 150 mg/mL

- ajouter la RNAse dans le tube Al
- ajouter 8 mL d’'éthanol a la solution AQ

- milieu de culture LBa pH =7,5
Liquide : 25 g de LB dans 1 L d’eau (autoclave)

Protocole

-Jour 1

1. Inoculer 5 mL de LB contenant I'antibiotique appriép(5 uL pour I'ampicilline a 50 mg/mL et 1,66L
pour la kanamycine a 150 mg/mL) avec une colomké

2. Incuber pendant toute la nuit a 37°C sous agitation

-Jour 2

1. Centrifuger 2 mL de culture bactérienne dans ue tejppendorf 2 mL a 11000 g pendant 30 secondes a

température ambiante.

2. Jeter le surnageant et resuspendre le culot bactériec 250 pL de tampon Al contenant la RNAse en

vortexant.

3. Ajouter 250 pL de tampon A2. Mélanger par 6-8 retements. Incuber a température ambiante pendant 5

minutes.

Ajouter 300 pL de tampon A3. Mélanger immédiatenpaTt6-8 retournements.

Centrifuger a 11000 g pendant 5 minuagempérature ambiante.

Pendant la centrifugation, placer une colonne Nifgjén Plasmid Quickpure dans le tube collecteul2 m
En fin de centrifugation, charger le surnageansdartolonne.

7. Centrifuger 'ensemble a 11000 g pendant 1 mindemgpérature ambiante. Jeter le filtrat.

8. Remettre la colonne dans le tube collecteur ett@jalb0 uL de tampon AQ contenant I'éthanol.
9. Centrifuger I'ensemble a 11000 g pendant 3 minatesnpérature ambiante.

10. Jeter le filtrat. Puis éluer I'ADN dans un epperidgb mL avec 50 pL de tampon AE.

11. Incuber 1 minute a température ambiante.

12. Centrifuger a 11000 g pendant 1 minute a températmbiante.

13. Garder le filtrat.

o gk
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GIGAPREPARATION D’ADN PLASMIDIQUE

Références
- Ampicilline (Sigma-Aldrich A9518)
- Kanamycine (Sigma-Aldrich K1876)
- LB Luria Bernati broth (Sigma-Aldrich L3152)
- Endofree plasmid giga kit (Qiagen 12391)
- Isopropanol (Sigma-Aldrich 19516)
- Ethanol (Riedel de Haén 34935)
- NaCl sodium chloride (Sigma-Aldrich S8776)

Solutions
- éthanola 70 %
70 mL d’éthanol + 30 mL d’eau

- antibiotiques
ampicilline 50 mg/mL
kanamycine 150 mg/mL

- ajouter la RNAse dans le tampon P1

- milieu de culturgogH = 7,5
Liquide : 25 g de LB dans 1 L d’eau (autoclave)

Protocole

-Jour 1

1. Inoculer 5 mL de LB contenant I'antibiotique apptiép(5 uL pour I'ampicilline a 50 mg/mL et 1,66L
pour la kanamycine a 150 mg/mL) avec une colomkés

2. Incuber pendant toute la nuit a 37°C sous agitation

-Jour 2

1. Mettre 2,5 mL de préculture dans 2,5 L de LB coatgnl’antibiotique approprié (2,5 mL pour
I'ampicilline a 50 mg/mL et 838L pour la kanamycine a 150 mg/mL).

2. Incuber jusqu’au jour 3 a 3€ sous agitation.

-Jour 3

1. Collecter les bactéries par centrifugation a 60@@mdant 15 minutes a 4°C.

2. Resuspendre le culot bactérien dans 125 mL de tarfdocontenant la RNAse. Cette étape permet la
resuspension des bactéries et apporte 'enzymesseiice a la digestion des ARN.

3. Ajouter 125 mL de tampon P2. Mélanger par 4-6 netements. Incuber 5 minutes a température ambiante.
Préparer la Qiafilter fournie en la vissant sur boateille de 500 mL (DURAN). Connecter la cartoaicu
vide. Cette étape permet une lyse de la paroi bactérietniadibération de leur contenu dans le lysat.

4. Ajouter 125 mL de tampon P3 au lysat. Mélanger imia&ment par 4-6 retournements. Cette étape
permet de stopper la réaction de lyse et de fa&eipter I’ADN génomique de la bactérie.

5. Verser le lysat dans tzlonne. Incuber 10 minutes a température ambianis la Qiafilter.

6. Enclencher levide. Laisser la cartouche en place en fin deafithn. Les débris bactériens et I'ADN
génomique restent dans la Qiafilter, 'ADN plasrgigk et les protéines sont filtrés et constituefhtdat.

7. Ajouter 50 mL de tampon FWB pour rinderQiafilter. Décoller délicatement le précipitéeawine spatule
stérile pour faciliter la filtration. EnclenchervVée jusqu’a ce que tout le liquide soit filtré.

8. Ajouter 30 mL de tampon ER au lysat ddasbouteille. Mélanger par une dizaine de retouem®s)
Incuber 30 minutes sur la glace. Cette étape pediddiminer les endotoxines bactériennes (procédé
propre au fabricant).

9. Pendant la réaction, équilibrer un TIP 10000 amE de tampon QBT.

10. Charger le lysat.

11. Laver la colonne avec 60@L de tampon QC. L’ADN plasmidique reste accrochéla colonne, le reste
est éliminé.

12. Eluer avec 75 mL de tampon QN.

13. Répartir I'éluat dans 4 tubes falcde 50 mL. Précipiter TADN avec 13 mL d'isoproparitempérature
ambiante par tube. Centrifuger a 18500 g pendantiBQtes a 4°C.
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15.

16.

Matériels et méthodes

Laver chaque culot avec 2,5 mL d’éthanol 70 % aptnature ambiante. Centrifuger a 18500 g a 4°C
pendant 10 minutes.

Transvaser les culots dans un tube falcon de 15Lmisser sécher a I'air pendant 15 minutes. Repesnd
avec un volume approprié de NacCl.

Vérifier la concentration en ADN (Db €t le contenu en protéines (Rgy.). Calculer le rapport
DOseonnd DOsgonm qui doit étre compris entre 1,8 et 2. Si ce rappset inférieur a 1,8 alors le contenu en
protéines est trop important.
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VERIFICATION DES ADN PLASMIDIQUES PAR DES
ENZYMES DE RESTRICTION ET ELECTROPHORESE EN
GEL D’AGAROSE

Références
- Tris trizma base (Sigma-Aldrich T1503)
- EDTA acide éthyléne diamine tétracyclique (Sighidrich EDS)
- Bleu bromophénol sodium (Sigma-Aldrich B5525)
- Xyléne cyanol (Sigma-Aldrich X4126)
- Glycérol (Fisher Scientific Bioblock G/P450/08)
- Agarose (Sigma-Aldrich A9539)
- BET bromure d’éthidium (Sigma-Aldrich E1510)
- Lambda DNA Bste Il digest (Sigma-Aldrich D9793)
- Acide acétique glacial (Sigma-Aldrich A6283)

Principe

Le but de la manipulation est 'identification atpurification de fragments d’ADN. Pour cela, ditgsss
de restrictions spécifiques ont été déterminésegééla carte de restriction des plasmides recomtsnatilisés
aprés analyse a I'aide du logiciel DNA stritlen ApE®. Le nombre et la taille des fragments d’ADN isdeda
digestion enzymatique sont vérifiés par migration éectrophorése d'agarose 1 % contenant du bromure
d’éthidium pouvant s'intercaler entre les basesléiques de la double hélice d’ADN. Ainsi, les maliss
d’ADN sont fluorescentes lors d'un éclairage auyorss ultraviolets. La migration en électrophorese v
dépendre de l'intensité de courant appliqué, dmtfeentration en agarose, de la force ionique chpoa et de
la densité des enroulements de la super hélice.

Solutions

- TAE (Tris, Acétate, EDTA) 50X
tris 2M
EDTA 50 mM

Ajuster a pH = 7,2 avec de I'acide acétique gla@aviron 57 mL) et autoclaver.

- tampon de charge 5X

bromophénol blue 0,25 %
xyléne cyanol blue 0,25 %
glycérol 30 %

-agarose 1 %
Préparer une solution d’'agarose a 1 % avec du DARuUls dissoudre au micro-onde.

Protocole

- préparation de I’ADN

Le volume final doit étre de 2a..

1. Diluer environ 1 pL d’ADN issu de la nucléospidans de I'eau.

2. Ajouter le tampon de réaction spécifique de I'eneyfooncentré 10 fois soit 1,6 uL) puis I'enzyme de
réaction appropriée (2 uL).

Incuber les tubes 2-3 heures & 37°C.

Apreés avoir laissé incuber pendant un temps raesolenajouter le tampon de charge (4 pL pour 16 pL)
Réaliser un choc thermique afin d'inactiver l'a@tvenzymatique a 65°C pendant 2 minutes.

Refroidir dans la glace rapidement pendant quelgaesndes.

Centrifuger 3-4 secondes.

Préparer le marqueur de poids moléculaire en ytapbue tampon de charge (ce tube ne subit ni
I'incubation a 37°C ni le choc thermique).

ONO O~

- préparation du gel
Mettre en place la chambre de coulage.

2. Préparer le gel délectrophorése : pour 50 mL dagg ajouter 2,5 uL de la solution de bromure
d’éthidium.

3. Couler dans la chambre de coulage et laisser Betidi
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4. Puis enlever le peigne et mettre en place le ged Bacuve d’électrophorese.
5. Verser le tampon d’'électrophorése TAE 1X dans l&ecu

- migration

1. Charger les échantillons.

2. Laisser migrer a 80 V en suivant le parcours demjuears : le bleu de bromophénol a une migration
identique a celle d’'un fragment de 300 paires debat le xylene cyanol a celle d’'un fragment d’AD&N
400 paires de base dans un gel d’agarose a 1 %.

3. En fin de migration, sortir le gel et le disposer sine table munie d'un éclairage ultraviolet et le

photographier.
Nom usuel du plasmide Enzymes de Nombre de Taille des fragments
restriction fragments (pb)
pCMV-B-Gal EcoR | 1 7200
Pst | 2 4500/2700
p3.1 Zéo EcoR | 1 5000
EcoR | + Sal | 3 2100/1900/1000
pGL3-SREBP-1c Xba | 1 5700
pGL3-SREBP-1c LXR- Xba | + Sal | 2 5300/400
/-
pBabe-Sirtl Xho | 1 7400
Xho | + Pvu | 2 5300/2100
pCMV-LXR Bgl Il 1 6000
Pvu | + Bgl Il 3 3500/1400/1100
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TRANSFERT DE GENESIN VIVO

Références
- GET 42 générateur de courant (Electronique etrinfitique du Pilat)
- Xylamine 2 % (Bayer)
- Kétamine 50 mg/mL (Panpharma)

Principe

Le transfert de géne consiste a introduire du rietgénétique (ADN) dans le tissu musculaire pour
que celui-ci soit exprimé. Pour faciliter la péaéibn de 'ADN dans les cellules musculaires, unreaat
électrique est appliqué grace au générateur GET 42.

Protocole

1. Anesthésier les animaux par injection intrapérigdad’un mélange de Xylamine et Kétamine.

2. Raser la surface cutanée du mudékealis Anterior.

3. Injecter 'ADN dans la portion centrale pour letsrat dans le muscle entier pour les souris denfe&gplus
reproductible possible (6 abords pour les raten 3upérieur et 3 en inférieur plus profondémedt gour
les souris : 2 en supérieur et 2 en inférieur phafondément).

4. Stimuler le muscle au moyen des électrodes du GE 4 2 pulses d'intensité de 50 mA et de durée de
100 ps pour les rats et 3 * 2 pulses de 50 mA eh@@our les souris).
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PRELEVEMENT TISSULAIRE ET CONDITIONNEMENT DES
ECHANTILLONS

Références
- Xylamine 2 % (Bayer)
- Kétamine 50 mg/mL (Panpharma)

Principe

Aprés 7 jours suite a I'électrotransfert de géeg muscles sont prélevés. Les muscles sont pestawré
'animal vivant profondément anesthésié par un nggade Xylamine et Kétamine, et les muscles sont
systématiquement pesés entiers avant leur condéioent. A la suite du prélévement, I'animal estifégar

une overdose de produit anesthésique.

Protocole
Le muscle en entier (souris) ou la portion certidll muscle (rat) est plongé dans de I'azote liguid

jusqu'a congélation compléte de I'échantillon. Pagaliser une extraction protéique, I'échantillost e
préalablement réduit en poudre sous azote liquitedie d’un pilon.
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EXTRACTION PROTEIQUE SUR TISSU MUSCULAIRE
CONGELE POUR ACTIVITES BIOLUMINESCENTES

Références
- RLB Reporter Lysis Buffer 5X (Promega E3971)

Principe
L’extraction permet une lecture avec un biolumiébm.

Solutions
- solution
RLB 1/5 dans de 'eau

Protocole

Refroidir un tube Eppendorf 2 mL a fond rond.

Ajouter 200 pL de tampon d’extraction a 4°C. Tarer.

Déposer le morceau de muscle dans le tube. Peser.

Replacer 'ensemble rapidement dans la glace.

Ajuster le volume final pour avoir une dilution dile de 1/10 (poids/volume).

Homogénéiser le tissu a 'aide de l'ultrathurra&’& (2 broyages de 3-5 secondes a 13500 rpm).
Réaliser 3 cycles de congélation (azote liquidé¢congélation (37°C). Vortexer vigoureusement pehda
15 secondes entre chaque cycle.

Centrifuger a 15000 g pendant 10 minutes a 4°Cdiiliminer les débris cellulaires non dissous.
Récupérer le surnageant dans un tube préalablesferiti a 4°C.

NoohkrwnE
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DOSAGE DE PROTEINES

Références
- BSA bovine serum albumine (PAA K41-001)
- Protein assay reagent A (BioRad 500-0113)
- Protein assay reagent B (BioRad 500-0114)

Principe
Le kit Bio-Rad permet la mesure de la concentratiorprotéine (réaction similaire a celle du Lowry)
d'extraits par colorimétrie.

Solutions
BSA 2 mg/mL

Protocole
- courbe étalon

pg protéines 0 10 20 30 40 50
A H,0O, pL 195 190 185 180 175 170
Tampon extraction, pL 5

BSA 2 mg/mL, pL 0 | 5 | 10 [ 15 | 20 | 25
Solution A, pL 100

Solution B, pL 800

1. Ajouter les différentes solutions dans l'ordre dééxfin d’obtenir une coloration homogéne, I'addit de
la solution B doit se faire tout en vortexant. Edé&s mesures en double.

2. Incuber 15 minutes a température ambiante a |@dbla lumiére.

3. Lire I'absorbance au spectrophotoméiré50 nm.

- mode opératoire

Faire les dosages en double ou en triple.

Mettre 195 pL d’eau.

Ajouter 5 pL d'extrait.

Ajouter 100 pL de la solution A.

Ajouter 800 pL de la solution B en vortexant.

Incuber 15 minutes a température ambiante a lddbia lumiere.
Lire I'absorbance au spectrophotomeétre a 750 nm.
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DOSAGE CHEMILUMINESCENT DE L’ACTIVITE [3-
GALACTOSIDASE

Références
- RLB Reporter Lysis Buffer 5X (Promega E3971)
- B-gal reporter gene assay, chemiluminestéRoche 1758 241)

Principe

Pour mesurer l'efficacité de transfection, le cosfactantf-galactosidase, enzyme non présente
naturellement dans le muscle, est utilisé.

L'essai chemiluminescent est réalisé a partir du ¢ommercial B-gal reporter gene assay,
chemiluminescefit et selon les recommandations du fournisseur. Darremiére étape de la réaction, le
substrat du ki3-gal reporter gene assay, chemiluminestest déglycosylé grace a I'action de I'enzyfre
galactosidase. Cette étape est réalisée a pH 7l'&atirité enzymatique de IB-galactosidase bactérienne est
optimale. A ce pH, le dioxetane clivé est protohé@e produit aucun signal lumineux. Cet intermédiaitable
s’accumule dans le milieu. La réaction lumineuse déclenchée aprés un saut de pH pour des valeurs
supérieures a 12. L'intermédiaire accumulé deuiéprrotoné et sa décomposition s’accompagne d’uigsém
de lumiére a 475 nm. Dans ces conditions le silgmaineux atteint son maximum au bout d’une secande
une demi-vie approximative de 10 minutes. Le domaie détection se situe entre 20 fg et 20 ng3de
galactosidase. Le kit est mis au point spécifiquerpeur la-galactosidase bactérienne. En cas de présence de
[B-galactosidase endogene il est conseillé de faiegnactivation thermique de fagalactosidase.

Solutions

- substrat reagent
1 volume de substritgalactosidase
99 volumes de tampon d’essai

B-gal substrat, pL Assay buffer, mL Nombre d’essais
25 2,475 25
40 3,96 40
50 4,95 50
100 9,90 100
250 24,75 250
500 49,50 500

- initiation reagent
1 volume d’enhancer (bouteille 3)
5 volumes de solution d'initiation (bouteille 4)
6 volumes d'eau

Enhancer, pL Initiation solution, mL AH,0, mL Nombre d’essais

312,5 1,5625 1,875 25
500 2,5 3 40

625 3,125 3,75 50

1250 6,25 7,5 100
3125 15,625 18,75 250
6250 31,25 37,5 500
8000 40 48 640

- reporter lysis buffer
1 volume de reporter lysis buffer
4 volumes d’eau
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Protocole

Toutes les solutions doivent étre a températureiantd avant utilisation. L'essai est généralement

réalisé avec 5-10 pg de protéines sous un voluamevaton 10 uL.

1
2
3.
4.
5
6

© N

Préparer une dilution au 1/10 des extraits pro#saavec du lysis reagent.

Prélever x puL d’extrait dilué de fagon a avoir 5¢i@de protéine.

Compléter a 50 pL avec du lysis reagent.

Ajouter 100 pL du substrat reagent a I'aide d'uspenser.

Incuber 20 minutes a température ambiante souggeee agitation{7O rpm Minitron).

Charger les tubes dans le bioluminométre. Sélentiofe Mode Pulsepour I'agitation et fixer leDelay
Timea 5 secondes etiiitegration Timea 10 secondes.

Déclencher la réaction en ajoutant 150 pL d'intiatreagent a I'aide d’un dispenser.

Relever les valeurktegration et Peak(la valeur peak se stabilise 50 secondes envipo@sanjection de
I'initiation buffer).
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DOSAGE FIREFLY LUCIFERASE

Références
- DTT dithiothréitol (Sigma-Aldrich D9163)
- EDTA acide éthyléne diamine tétracyclique (Sigaddrich EDS)
- MgSQ, magnésium sulphate (Prolabo 25164265)
- ATP adenosine triphosphate (Sigma-Aldrich A8937)
- Glycylglycine (Sigma-Aldrich G1002)
- Beetle D-luciferin (Promega E160)
- Coenzyme A (Sigma-Aldrich C3019)
- RLB Reporter Lysis Buffer 5X (Promega E3971)

Principe
La protéine luciférase est une protéine reporimice comme lg3-galactosidase, est largement utilisée
pour I'étude de I'expression génique.

Solutions

- solutions
EDTA 125 mMpH =8,0
DTT 500 mM
MgSQO, 500 mM
ATP 50 mM
coenzymeA 16 mM

- luciferin stock solution (LSS)

Concentration finale Pour 2,5 mL Pour 5 mL
Glycylglycine, mg 31,25 mM 10,3 20,6
EDTA 125 mM, pL 625uM 12,5 25
DTT 500 mM, pL 2,5 mM 12,5 25
MgSQ,; 500 mM, pL 12,5 mM 62,5 125
Ajuster a pH =7,8.
Préparer une solution de Beetle D-luciferin & 13yiM avec cette solution LSS.
- luciferase assay reagent (LAR)
Concentration finale Pour 25 mL Pour 50mL
Glycylglycine, g 31,25 mM 103,2 206,4
EDTA 125 mM, pL 625uM 125 250
DTT 500 mM, pL 25mM 125 250
MgSQ, 500 mM, pL 12,5 mM 625 1250
ATP 50 mM, pL 656 pM 328 656
Coenzyme A 16 mM, uL 355 uM 555 1110

Ajuster a pH =7,8.

- luciferase assay buffer (LAB)

Ajouter 250uL de LSS contenant la luciférine a 5 mL de LAR.

Concentration finale
Glycylglycine 3125 mM pH=7,8

EDTA 625uM
DTT 2,5mM

MgSQ, 12,5 mM
ATP 625uM
Coenzyme A 338uM
D-Luciferin 625uM
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- reporter lysis buffer
1 volume de reporter lysis buffer
4 volumes d’eau

Protocole

1. Prélever x pL d’extrait de fagon a avoir entre 3@ g de protéines.

2. Compléter a 60 pL avec du reporter lysis buffer.

3. Charger le tube dans le bioluminométre réglé souadermtegration timel0 secondes ddelay time5
secondes en moa®ntinu

4. Déclencher la réaction en ajoutant 240 uL de LA#IE d'un dispenser.

5. Relever la valeuintegrale et Peak (la valeur peak se stabilise environ 45 secongésal’injection
d’initiation reagent).
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EXTRACTION PROTEIQUE AVEC TAMPON COMPLET
SUR TISSU MUSCULAIRE/CELLULES

Références

- Tris HCl tris hydrochloride (Sigma-Aldrich T3253)

- NaCl sodium chloride (Sigma-Aldrich S5886)
- B-glycérophosphate (Sigma-Aldrich G6251)

- Sodium fluorure (Sigma-Aldrich S7920)
- Triton X-100 (Sigma-Aldrich T8532)

- EDTA acide éthyléne diamine tétracyclique (Sighidrich EDS)

- EGTA acide éthylene glycol-ifiaminoéthyéther tétraacétique (Sigma-Aldrich E4378)

- N&VO, sodium orthovanadate (Sigma-Aldrich S6508)

- Acide okaidique (Sigma-Aldrich 07760)
- Benzamidine (Sigma-Aldrich B6506)

- PMSF phenylméthanesulfomyl fluoride (Sigma-Altirie7626)
- Aprotinine (Sigma-Aldrich A1153)
- Leupeptine (Sigma-Aldrich L8511)

- DPBS (PAA H15-002)

Solutions
- solutions
EDTA 200 mM pH=38,0
EGTA 200 mM
NagVO, 100 mM
acide okaidique 605 uM
benzamidine 300 mM
PMSF 100 mM
aprotinine 1 pg/pL
leupeptine 1 pg/uL
Protocole
- préparation du tampon complet
Concentration solution Volume solution finale, mL
solution finale mere 5 10 20 30 40 50
Tris HCI 50 mM, mg 39,4 78,8 157,6 236.4 3152 394
NaCl 100 mM, mg 29,2 58,4 116,9 1753 233,8 292,2
EDTA 2 mM, pL 200 mM 50 100 200 300 400 500
EGTA 2 mM, pL 200 mM 50 100 200 300 400 500
3-glycérophosphate 50 mM, mg 54 108 216 324 482 0 54
sodium fluorure 50 mM, mg 10.5 21 42 63 84 105
NaVO,4 1 mM, pL 100 mM 50 100 200 300 400 500
acide okaidique 120 nM, pL 605 uM 1 2 4 6 8 10
benzamidine 3 mM, pL 300 mM 50 100 20¢ 300 400 500
PMSF 1 mM, uL 100 mM 50 100 200 300 40( 500
aprotinine 10 pg/mL, pL 1 pg/ul 50 100 20¢ 300 400 500
leupeptine 10 pg/mL, puL 1 pg/uL 50 100 200 30D 400 500
Triton X-100 1 %, pL 100 200 400 600 800 1000

Combiner les différents réactifs. Ajuster le pH,4&. Ajuster le volume final dans une éprouvettalgée.
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- mode opératoire pour tissu musculaire

Peser environ 20-25 mg de tissu dans un tube eppfenedroidi.

Ajouter le tampon complet de facon a réaliser uhdidn finale 1/20 (poids/volume).
Homogénéiser le tissu 2 fois pendant 10 secondesldaylace a I'Ultrathurax.
Centrifuger a 12000 g pendant 20 minutes a 4°c.

Récupérer le surnageant.

agrwbdpE

- mode opératoire pour cellules

Rincer 2 fois chaque boite ou puits avec du DPB&er@mnt du calcium.

Ajouter 250 pL de tampon complet pour une boitd @em.

Racler avec une spatule.

Récupérer le tampon dans un tube eppendorf préahelit refroidi dans la glace.
Répéter les étapes 2, 3 et 4.

Vortexer vigoureusement.

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

Centrifuger a 10000 g pendant 10 minutes a 4°C.

Récupérer le surnageant.

Nogo,rwhE

©®
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ELECTROPHORESE SDS PAGE/WESTERN BLOT

Références
- APS Ammonium persulfate (Sigma-Aldrich A9164)
- Glycérol (Fisher Scientific Bioblock G/P450/08)
- SDS sodium dodécyl sulfate (Fisher ScientifictBoeck S/5200/53)
- Acrylamide (Sigma-Aldrich A7802)
- Temed tétraméthyléthyléthylenediamine (Sigma-ishliT 7024)
- B-mercaptoéthanol (Sigma-Aldrich M7154)
- Tris trizma base (Sigma-Aldrich T1503)
- Glycine (Sigma-Aldrich G8898)
- Méthanol (Fisher Scientific Bioblock M/4058/17)
- Acide acétique glacial (Sigma-Aldrich A6283)
- Bleu bromophénol sodium (Sigma-Aldrich B5525)
- Brilliant blue G (Sigma-Aldrich BO770)
- Butanol (Prolabo 20810.298)
- NaCl sodium chloride (Sigma-Aldrich S5886)
- Tween (Sigma-Aldrich P9416)
- Ponseau (Fluka 81462)
- Whatman gel blot papier (Sigma-Aldrich 2613908)
- Whatman protran nitrocellulose membrane (Sigmariéh Z613665)
- Fixater (Sigma-Aldrich P7167)
- Developer (Sigma-Aldrich P7042)
- Western blotting detection reagents (GE HealthdPN2109)
- Hyperfilm ECL (GE Healthcare 28906835)

Principe

Cette technique regroupe deux étapes : une éléorege suivie d'un Western Blot. L'électrophoréese
permet de séparer les protéines, préalablementuténa, selon leur poids moléculaire. Le Westent Bérmet
le transfert de ces protéines sur une membrandlesiseront exposées a un anticorps primaire spgeiide la
protéine d'intérét. Avec un anticorps secondaiverscent spécifique de I'anticorps primaire, flgsssible de
détecter la présence et la concentration de |&imed’intérét.

Solutions

- solutions
APS 10 %
Glycérol 50 %
SDS 10 %

Protocole

- préparation de la solution du gel de séparation
Le pourcentage en acrylamide du gel de séparatibdéerminé en fonction de la taille des protéines
d'intérét.

% en acrylamide taille des protéines
15% 15 & 45 kDa
12,5 % 15 &4 60 kDa
10 % 18 4 75 kDa
7% 30 & 120 kDa
gradient progressif 60 a 212 kDa
Solution, % en acrylamide
tration final
concentration inde  ™Gel4% | Gel7% | Gel10%] Gel12,50k  Gel15 %
Acrylamide, mL 5 8,75 12,5 15,63 18,75
Tris, 0,375 M 2,279
SDS, 0,2 % 1 mL SDS 10 %
Glycérol, 10 % 10 mL glycérol 50 %
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Compléter & 45 mL avetH,0. Ajuster le pH a 8,8. Compléter le volume fin&dGmL aveH,0.

- préparation de la solution du gel de concentrat®%

tris 0,125 M 757 mg

acrylamide 3 % 3,75 mL

SDS 0,2 % 1 mL de SDS 10 %
glycérol 3 % 3 mL de glycérol 50 %

Compléter a 45 mL avetH,O. Ajuster le pH a 6,8. Compléter le volume findlGmL avecAH,O. Ajouter une
spatule de bleu de bromophénol.

- préparation des tampons
Tampon d’électrophorése :

tris 25 mM 39
glycine 192 mM 14419
SDS 0,2 % 20 mL de SDS 10 %

Compléter a 950 mL avesH,O. Ajuster le pH entre 8,1 et 8,4. Compléter leunad final & 1000 mL avec
AH,0.

Tampon de transfert :

tris 25 mM 39
glycine 192 mM 14419
méthanol 20 % 200 mL

Compléter a 950 mL avetH,O. Ajuster le pH entre 8,1 et 8,4. Compléter leunad final a 1000 mL avec
AH,0. Le méthanol améliore I'absorption sur une memééree nitrocellulose, mais diminue l'efficacité du
transfert. L’ajout de SDS 0,1 % (soit 1 g) dandampon de transfert augmente I'efficacité du trarisfais
diminue la capacité de la membrane a retenir cersgprotéines.

Tampon d’échantillon 4X :

tris 250 mM 151¢g
glycerol 20 % 20 mL de glycérol 50 %
SDS 4 % 20 mL de SDS 10 %

Compléter a 40 mL avesH,0. Ajuster le pH a 6,8. Compléter le volume findl®mL avecAH,0. Ajouter une
spatule de bleu de bromophérol. (Le jour de I'ekxpéntation ajouter 10 % (volume/volume) de
mercaptoéthanol).

- préparation des solutions d’incubation
Solution de coloration au bleu de Coomassie :

brilliant blue G 1lg
méthanol 450 mL
H,O 450 mL
acide acétique glacial 100 mL

Agiter toute la nuit et filtrer pour enlever lesrtieules du colorant non dissoutes.

Solution de décoloration :

méthanol 100 mL
acide aceétique glacial 100 mL
H,O 800 mL

Solutions de rincage :
* TBS tris buffered saline 10X
tris 100 mM 12,11 ¢
NaCl 1,5 M 87,66 g
Compléter a 950 mL averH,0. Ajuster le pH a 7,5. Compléter le volume findlG0 mL ave&H,0.
Diluer au 1/10 pour utilisation (100 mL de TBS 18X00 mLAH,0).

* TBS tris buffered saline 1X-Tween 0,05 %

tris 10 mM 1,219
NaCl 150 mM 8,76 g
Tween 500 puL (préalablement chauffé a 40°C)

Compléter a 950 mL avexH,O. Ajuster le pH a 7,5. Compléter le volume findlG00 mL ave&H,0.
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- préparation du gel
Mise en place des plaques d'électrophorése

Nettoyer les plagues au micro 90 en vérifiant l@ate dimpuretés a leurs surfaces. Rincer
abondamment avetH,O. Nettoyer ensuite les plaques avec de I'alcod‘a Res mettre en place en suivant les
indications du fournisseur (BioRad). Vérifier I'spgment des plaques et des spacers afin d'évduies lors
du coulage.

Préparation et coulage du gel de séparation

La polymérisation de I'acrylamide est initiée paddition d’APS au 1/100 et d'un accélérateur, le
Temed, au 1/666. Attendre que les réactifs soieatrgpérature ambiante, puis préparer le gel comudigué ci-
dessous :

Solutions 1 mini-gel 2 mini-gels
Solution gel de concentration, mL 2,5 5
Temed, pL 3,75 7,5
APS, uL 25 50

Verser le gel de concentration avec une pipetts, ipettre le peigne en position. Laisser polymérige moins
30 minutes.

Mise en place des plaques d'électrophorése dans/a

Dégager le cadre de coulage. Avec une feuille ggep@nlever les débris polymérisés au bas du gel.
Mettre en place les plaques avec leurs supports ldasuve d’électrophoréese. Verser le tampon digdpbiorése
de fagon a égaliser les niveaux de part et d’aleéeeplagues. Enlever délicatement les peignes netiisyer les
puits a I'aide d'une seringue de fagon a enlevedkbris de gel qui pourraient affecter la migratio

- préparation des échantillons
Préparation

Dans un tube Eppendrof 0,5 mL combiner 3 voluméstntillon protéique a 1 volume de tampon
d’échantillon 4X contenant d@-mercaptoéthanol 10 % (volume/volume). Le choix whlume d’extrait
protéique dépend de sa concentration. En génénay3far puits sont largement suffisants.

Chauffer a 100°C pendant 3 minutes.

Centrifuger brievement (3 secondes) dans une &ggdtise pour récupérer le volume.

Chargement
Charger délicatement I'’échantillon dans le puitairé- attention a ne pas introduire de bulles dair.

Prévoir un puits pour le marqueur de poids molérila

Migration

Fixer les électrodes. Des bulles d'air doivent@enkr lorsque le courant passe. Le front de mignati
est indiqué par le bleu de bromophénol contenu atempon d’échantillon 4X.

Faire migrer a 80 V pendant 15 minutes puis augendattension (90 V) et laisser plusieurs heures (a
adapter suivant la protéine d’intérét) a 4°C.

Couper l'alimentation. Enlever les plaques délicwat.

- transfert liquide sur membrane des protéines
Préparation de la membrane de transfert

Découper 4 morceaux de papier Whatman légéremgrérigurs a la taille du gel soit 8,5 * 6 cm.
Découper un morceau de membrane de nitrocelluleska daille des papiers. Faire un repére pour teica
membrane en coupant un coin de la membrane.

Tremper progressivement la membrane dans le tamiedransfert. Laisser a 4°C pendant 15 minutes.
Cette étape est importante car elle permet d'évieformation de micro-bulles qui pourraient affecle
transfert.

Transfert
Enlever le gel de concentration. Faire un repéne dbrienter le gel en coupant le coin supérieur
gauche. Tremper le gel pendant 15 minutes damsripdn de transfert a 4°C afin d’éliminer I'excésSizS.
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Faire tremper les feuilles de papier Whatman darniarhpon de transfert. Tremper un pad mousse dans
le tampon de transfert. Le disposer sur la facatiég noire du sandwich, proche du c6té avec lesniéres.
Prendre une feuille de papier Whatman et la dispggele pad mousse. Chasser les bulles en routtenpipette
sur le papier de transfert. Déposer délicatemegelen mettant le coin coupé en haut a droite.

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

Prendre une feuille de papier whatman et la digpmsela membrane. Chasser les bulles en roulat un
pipette sur le papier whatman sans trop appuyer peuas dilater le gel. Tremper un pad mousse bans
tampon de transfert. Le disposer sur le sandwietmEr délicatement le sandwich. Le mettre en pices son
support, noir contre noir et blanc contre blanc.

Mettre en place le support dans la cuve de trangfeis verser du tampon de transfert jusqu’a eelqu
gel soit completement immergé. Positionner endeigystéme réfrigérant contenant de la glace.

Transférer a ampérage constant a 4°C pendant ptadieures (selon la masse des protéines d'intérét)
Au terme du transfert, prélever délicatement leegdh membrane pour les mettre a colorer dandios :
rouge Ponseau pour la membrane et bleu de Coonpamside gel.

Colorations
* Membrane au rouge Ponseau

Cette étape est facultative. Elle permet cependanérifier que le transfert des protéines dusgella
membrane a correctement fonctionné.

Tremper pendant 5 minutes la membrane dans ldi@olde rouge Ponseau sous agitation. Sauver la
solution de Ponseau et rincer la membrane avecBf TX, et observer les bandes de protéines colages
rouge.

Laver deux fois la membrane avec du TBS 1X penBaninutes de fagcon a décolorer complétement la
membrane. Les bandes rouges ont alors complétatispairues.

* Gel au bleu de Coomassie

Le processus de coloration/décoloration permet idaaliser les bandes protéiques du gel. Aprés
coloration, tout transfert sera impossible camplegéines ont été fixées par le colorant.

Laisser incuber le gel pendant 1 heure dans le ddeGoomassie sous agitation. Sauver la solution de
bleu de Coomassie et ajouter la solution de déatitar. Mettre une feuille de papier absorbant dgpgumettra
de piéger le colorant qui est libéré. Réaliser utmeabain lorsque la solution de décoloration estiree par le
colorant. Répéter I'opération jusqu'a ce que lesgid complétement décoloré (ou laisser sous agitabute la
nuit en recouvrant de papier d’alu pour emprisoioeleur). Sauver les derniers bains de décolangtiour une
réutilisation.

- blocage de la membrane

Cette étape permet de bloquer les sites de fixgtimentiels non spécifiques des anticorps sur la
membrane en la saturant avec des protéines dicdaiéine). Il en résultera une diminution du bdeitfond lors
de la révélation.

Préparer une solution 5 % Régilait dans du TBS 3% fle Régilait pour 100 mL de TBS 1X). Agiter
pendant 5 minutes pour dissoudre le Régilait. Fagmper la membrane pendant au moins une heui® sou
agitation a température ambiante dans la solut®® TX-Régilait 5 %.

Laver la membrane avec du TBS 1X pendant 10 minutes

- marquage de la membrane avec les anticorps
Anticorps primaire

Préparer une solution 5 % Régilait dans du TBS @Xire solution 5 % BSA dans du TBS 1X selon la
fiche technique de I'anticorps.

Recouvrir une plague en verre avec du parafilndisposer dans un plateau.

Préparer I'anticorps primaire a la dilution appiéprdans du TBS 1X-Régilait 5 %. Les anticorps
primaires sont généralement préparés pour étieégd a des dilutions s’étendant de 1/250 a 1/106tpter
environ 2 mL de TBS 1X-Régilait 1 % pour une memigrantiere.

Déposer la solution contenant I'anticorps sur Ie&filan, puis disposer la membrane de telle sorelqu
face avant protéique soit au contact du parafilwiteE la formation de bulles qui pourraient prévdaifixation
de l'anticorps. Recouvrir le plateau avec de I'aliom.

Laisser incuber une heure a température ambiarteubel la nuit a 4°C.

Laver ensuite 2 fois la membrane avec TBS 1X-Tw&6b % pendant 5 minutes. Laver la membrane
avec TBS 1X pendant 10 minutes.
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Anticorps secondaire

Recouvrir une plague en verre avec du parafilm.

Préparer I'anticorps secondaire a la dilution appé® dans TBS 1X-Régilait 5 % préparé lors du
marquage avec l'anticorps primaire. Les anticorpsondaires sont généralement préparés a des ddutio
s’étendant de 1/2500 a 1/5000 (en fonction du systde révélation). Vérifier la compatibilité denticorps
secondaire avec I'hdte dans lequel a été prodarititorps primaire.

Déposer la membrane de telle sorte que la facérarnon protéique soit au contact du parafilm.
Déposer ensuite 2 mL de TBS 1X-Régilait 5 % aventltorps sur la face protéique de la membraness8tar
gue la totalité de la membrane est recouverte. Retd'ensemble.

Laisser incuber une heure a température ambiarnteubel la nuit a 4°C.

Laver ensuite 2 fois la membrane avec TBS-Tweeh &(endant 5 minutes. Laver la membrane avec
TBS pendant 10 minutes.

- révélation
Préparation des réactifs de développement et ddatéwn

Développeur : 50 mL de développeur + 200 AH,0. Conserver a 'abri de la lumiére dans un flacon
bouché recouvert de papier aluminium.

Fixateur : 50 mL de fixateur + 200 ml\H,O. Conserver a I'abri de la lumiére dans un flabonché
recouvert de papier aluminium.

Réaction de révélation (en chambre noire)

Préparer la solution de révélation en ajoutant alunae de solution A et un volume de solution B.
Compter environ 1 mL au total par mini-gel.

Enlever I'excés de la derniere solution de ring@fEposer la membrane face protéique en avant gur un
plaque de verre. Recouvrir complétement la membaage la solution de révélation. Laisser incuber minute
a l'abri de la lumiére. La technique de révélatest basée sur la réaction chimioluminescente catalyar
HorseRadish Peroxidase en présence du substratdlmi

Enlever rapidement I'excés de solution de révémtmuis recouvrir la membrane avec un transparent
type rétroprojecteur en évitant la formation deldsil Ne pas sécher complétement la membrane qui doi
toujours rester humide. Placer la membrane et sppast dans la cassette, face protéique en avéaterPle
film directement contre la membrane recouverterdnsparent. Noter les contours de la membranessfilm.
Fermer la cassettAttention ne pas exposer les films a la lumiére bfeche.

Les temps d’exposition sont variables et dépendertabondance de la protéine d'intérét, de I'atdiv
HRP et de la sensibilité du systéeme de révelaG@Eméralement, se fixer un temps d’exposition dé3ranutes,
puis I'ajuster en fonction de I'intensité du signal

Développement du film (en chambre noire)

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

Prendre le film de la cassette. Le tremper emtierg pendant 1 minute dans le développeur. Rincer
ensuite le film dans le bac contenant de I'eauathinet. Tremper ensuite entierement le film dansolation de
fixation pendant 3 minutes. Rincer abondammenitred I'eau du robinet. Laisser sécher.

Vérifier que le signal n’est pas surexposé. Sirmommencer I'exposition avec un temps plus couwrt, o
attendre une dizaine de minutes avant de remetfikerl au contact de la membrane.
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LUMINEX

Principe

Ce sytéeme multi-analytique est constitué d'un cgtimenen flux & deux lasers. La puissance de ce
systeme réside dans le fait qu'il est possibleatlyaer simultanément jusqu'a 100 types de micrasghgar
puits. Les applications sont nombreuses. Les déuscgrands domaines concernés sont la génétique gréa
réaction d'hybridation moléculaire, et 'immunokggrace a la réaction antigéne-anticorps. C'est ckerniére
gu’on utilisera pour la révélation de protéinesitrét.

- les microspheres :

Il s’agit de billes de 5,6 pm de diamétre marquggsincubation dans des bains renfermant un melang
de deux solutions fluorescentes. La solution flacemte est piégée a l'intérieur de la microspHenevariant la
proportion des deux fluorochromes, on obtient uasmmme de 100 microsphéres, avec pour chacune un rati
unique selon lintensité de la fluorescence émiae Ips deux fluorochromes dans leur spectre d’éomiss
respectif : fluorescence rouge (675 nm) et infnage(> 712 nm).

- le cytometre :

Il comporte un laser rouge a diode (633 nm) ertitas fluorochromes a l'intérieur des microsphgres
permettant ainsi I'identification précise de la m&phére et ainsi de la protéine d'intérét, etaset vert (532
nm) qui excite le fluorochrome reporter (phycoéryta PE) lié a la biotine, permettant dans ce eaquantifier

la protéine d'intérét.

\, biotin ]

D

 protéine

Laser 633 nn

Solutions

- Dilution des anticorps et fluorochromes :
Billes 1/40
Biotine 1/40
PE 1/50

Protocole

Imbiber les puits de la plaque 96 puits avec desBg buffer. Aspirer.

Charger les billes. Aspirer.

Laver avec 50 uL d’'assay buffer avec aspiratioai. f

Charger les extraits.

Incuber toute la nuit & 4°C sous agitation (30 sdes a forte puissance puis plus doucement). Aspire

Laver avec 50 uL d’'assay buffer avec aspiratioai. f

Charger la biotine.

Incuber 1 heure a température ambiante sous agite8D secondes a forte puissance puis plus doutgme

Aspirer.

9. Laver avec 50 pL d’assay buffer avec aspiratiooif. f

10. Charger la PE.

11. Incuber 15 minutes a température ambiante soustiagit(30 secondes a forte puissance puis plus
doucement).

12. Ajouter 'amplificateur.

NN E
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13.

14.
15.
16.

Matériels et méthodes

Incuber 15 minutes a température ambiante soustiagit (30 secondes a forte puissance puis plus
doucement). Aspirer.

Laver avec 50 uL d’'assay buffer avec aspiratioai&. f

Resuspendre les puits avec 150 uL d’assay buffgoyts.

Lire au luminex.
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CITRATE SYNTHETASE

Références
- Tris trizma base (Sigma-Aldrich T1503)
- Acétyl-CoA (Sigma-Aldrich A2056)
- EDTA acide éthyléne diamine tétracyclique (Sigaddrich EDS)
- Malate (Sigma-Aldrich M9138)
- NAD nicotinamide adénine dinucléotide (Roche 988)
- Triton X-100 (Sigma-Aldrich T8532)
- NADH,H" nicotinamide adénine dinucléotide (Roche 107 735)
- MDH malate déshydrogénase (Roche 127 256)

Principe

En présence de NADet de malate, la malate déshydrogénase va prodeirtoxaloacétate et du
NADH,H". Les conditions expérimentales permettent d’obteapidement une situation d'équilibre. La
modification de I'équilibre réactionnel est renduessible par la consommation d’oxaloacétate due dtilate
synthétase (CS) en présence d’acétyl-CoA. Il enlteégue la production de NADH; et d’oxaloacétate par la
malate déshydrogénase est proportionnelle a ligetile la citrate synthétase.

MDH
malate + NAD » oxaloacétate + NADH,H
CS
oxaloacétate + acétyl-CoA ————p citrate + COASH
Solutions
-solutions
tris 1M pH=8,0
acétyl-CoA 5mM
EDTA 200 mM
malate 250 mM
NAD" 50 mM
NADH,H" 1mMm
triton X-100 10 %
MDH 6000 U/mL
Protocole
- préparation du milieu réactionnel MR
tris 1M pH = 8,0 5mL
EDTA 200 mM 500 pL
malate 250 mM 250 pL
NAD" 50 mM 250 pL
MDH 6000 U/mL 48,5 uL

Ajuster le volume final a 48,5 mL avec de I'eau.

- étalonnage du fluorimeétre
Aexcitation= 340 NM Agmission= 450 Nm
Faire le point haut & 150 sur 10 nmoles de NADHsHe 0 sur 0 nmoles de NADH;H
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- courbe étalon

nmoles NADH,H 0 | 2 | 4 | 6 | 8 | 10
Milieu réactionnel, uL 970

NADH,H" 1 mM, pL 0 2 4 6 8 10
AH20, pL 30 28 26 24 22 20

-mode opératoires

1. Mettre 970 uL de MR.

2. Ajouter 10 pL de Triton X-100 10 %.

3.  Ajouter 10 uL d’extrait.

4. Incuber 5 minutes a température ambiante afin dengttre au Triton de solubiliser les membranes
mitochondriales.

Déclencher la réaction en ajoutant 10 pL d’acétyhG mM.

Incuber 5 minutes a température ambiante.

Suivre la réaction pendant 10 minutes.

Noo
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3-HYDROXYL ACYL-COENZYME A DESHYDROGENASE

Références
- Tris trizma base (Sigma-Aldrich T1503)
- NADH,H" nicotinamide adénine dinucléotide (Sigma-Aldrich095)
- Triton X-100 (Sigma-Aldrich T8532)
- Acéto-acétyl-CoA (Sigma-Aldrich A1625)
- EDTA acide éthyléne diamine tétracyclique (Sighidrich EDS)

Principe

L’oxydation de NADH,H par la 3-hydroxyl acyl-coenzyme A déshydrogénas@ll) s’accompagne

d’une diminution de I'’émission de fluorescence 8 Ah.

HAD
Acéto-acétyl CoA + NADHH ——— 3 Hydroxyl acylCoA + NAD
Solutions
- solutions
tris 1M pH=7,0
EDTA 200 mM
NADH,H* 5 mM
triton  X-100 10 %
acéto-acétyl-CoA 5mM
Protocole
- préparation du milieu réactionnel MR
tris AM pH =7,0 2,5 mL
EDTA 200 mM 500 pL
NADH,H" 5 mM 500 pL

Ajuster le volume final a 48 mL avec de I'eau.

- étalonnage du fluorimétre
Aexcitation= 340 NM Agmission= 450 nm
Faire le point haut & 150 sur 50 nmoles de NADHgtl le 0 sur 0 nmoles de G6P.

- courbe étalon
Milieu d’étalonnage :
750 uL de TrisIM pH =7,0
150 pL d’EDTA 200 mM
Ajuster le volume final a 15 mL avec de I'eau.

nmoles NADH,H 0 |10 | 20 | 30 | 40 50
Milieu étalonnage, pL 970

NADH,H" 5 mM, L 0 2 4 6 8 10
AH20, pL 30 28 26 24 22 20

- mode opératoire

Mettre 965 pL de MR.

Ajouter 10 pL de Triton 10 %.

Ajouter 10 pL d'extrait.

Attendre 5 minutes a température ambiante.

Déclencher la réaction en ajoutant 15 pL d’acéttydeCoA 5 mM.
Attendre 5 minutes a température ambiante.

Suivre la réaction pendant 15 minutes.

NoghkrwhE
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HEXOKINASE

Références
- Tris trizma base (Sigma-Aldrich T1503)
- MgCl, magnésium chlorure (Prolabo 25 108.295)
- NADP nicotinamide adénine dinucléotide phospliRieche 128 058)
- Glucose (Prolabo 24 370.294)
- DTT dithiothreitol (Sigma-Aldrich D9163)
- ATP adénosine triphosphate (Roche 519 979)
- G6P glucose-6-phosphate (Roche 127 027)
- G6PDH glucose-6-phosphate-déshydrogénase (R&h655)

Principe

En présence de glucose et d’ATP, I'hexokinase (M&produire du glucose-6-phosphate et de I'ADP.
Les conditions expérimentales permettent d’obtespgidement une situation d’équilibre. La modificatide
I'équilibre réactionnel est rendue possible parctmsommation du glucose-6-phosphate par la gluGese-
phosphate déshydrogénase. Il en résulte une piodwtt NADH,H et de gluconolactone-6-phosphate par la
glucose-6-phosphate déshydrogénase qui est direntgoroportionnelle a I'activité de I'hexokinase.

HK
Glucose + ATP =——>» G6P + ADP
G6PDH
G6P + NADP » Gluconolactone-6-Phosphate + NADPH
Solutions
- solutions
tris 1M pH=8,0
MgCl, 400 mM
glucose 100 mM
NADP 100 mM
ATP 200 mM
DTT 10 %
G6P 10 mM

G6PDH 117 U/mL

Protocole

- préparation du milieu réactionnel MR
tris 1M pH = 8,0 5mL
MgCl, 400 mM 500 pL
NADP 100 mM 75 uL
glucose 100 mM 2mL
DTT 10 % 100 pL

Ajuster le volume final a 100 mL avec de l'eau.

- étalonnage du fluorimeétre
Aexcitation= 340 NM Agmission= 450 Nm
Faire le point haut & 150 sur 10 nmoles de G6P @tsur 0 nmoles de G6P.

- courbe étalon
Faire une dilution du G6P a 10 mM au 1/20 pour ravoé solution finale de G6P a 0,5 mM.

nmoles G6P 0 | 25 | 5 | 75 | 10
Milieu réactionnel, mL 1

G6P 0,5 mM, pL 0 5 10 15 20
AH20, pL 50 45 40 35 30
G6PDH, pL 10

Incuber 20 minutes dans I'obscurité a températmiiante.
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- mode opératoire

Mettre 1 mL de MR.

Ajouter 10 uL de G6PDH.

Ajouter 30 pL d’extrait.

Attendre 4 minutes a température ambiante.
Déclencher la réaction en ajoutant 10 uL d’ATP 200.
Suivre la réaction pendant 15 minutes.

oakrwnpE
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LACTATE DESHYDROGENASE

Références
- Tris trizma base (Sigma-Aldrich T1503)
- NADH,H" nicotinamide adénine dinucléotide (Roche 107 735)
- EDTA acide éthyléne diamine tétracyclique (Sigaddrich EDS)
- Pyruvate (Sigma-Aldrich P2256)

Principe

L’oxydation du NADH,H par la lactate déshydrogénase (LDH) s’accompadmeeddiminution de
I'’émission de fluorescence a 450 nm. La baisseludeeflscence au cours du temps due a la consomndgion

NADH,H" est détectée au fluorimétre.

LDH
Pyruvate + NADH,H » Lactate +NAD
Solutions
- solutions
tris 1M pH=7,6
EDTA 200 mM
NADH,H* 5 mM
pyruvate 100 mM
Protocole
- préparation du milieu réactionnel MR
tris 1M pH = 7,6 2,5 mL
EDTA 200 mM 500 pL
NADH,H" 5 mM 500 pL

Ajuster le volume final a 49 mL avec de I'eau.

- étalonnage du fluorimétre
Aexcitation= 340 NM Agmission= 450 nm
Faire le point haut & 150 sur 50 nmoles de NADHsHe 0 sur 0 nmoles de NADH}H
- courbe étalon
Milieu d’étalonnage :
500 pL de tris IM pH =7,6 + 100 uL d’'EDTA 200 mM
Ajuster le volume final a 10 mL avec de I'eau.

nmoles NADH,H 0 |10 | 20 | 30 | 40 | 50
Milieu étalonnage, pL 970

NADH,H" 5 mM, pL 0 2 4 6 8 10
AH20, uL 30 28 26 24 22 20

- mode opératoire

Mettre 980 pL de MR.

Ajouter 10 pL d’extrait.

Déclencher la réaction en ajoutant 10 uL de pyreit@0 mM.
Suivre la réaction pendant 15 minutes.

PonPE
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CHYMOTRYPSINE-LIKE

Références
- Imidazole (Sigma-Aldrich 10125)
- AMC 7-amino-4-méthyl-coumarin (Sigma-Aldrich A9BP
- Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC = Suc-LLVY-AMC (Bachem1395)
- DMSO diméthyl sulfoxide (Sigma-Aldrich D5879)

Principe

La protéolyse ubiquitine ATP dépendante joue ure nlajeur dans la dégradation des protéines
musculaires. La dégradation est assurée par unlegenprotéolytique comprenant le protéasome 263n&me
constitué du protéasome 20S, le coeur de la mawhipeotéolytique, et de 2 complexes de régulalies. Le
protéasome présente 5 activités enzymatiques eliffés dont trois principales : I'activité chymosiye-like (la
principale), I'activité trypsine-like et I'activitdaspase-like.

Pour mesurer l'activité chymotrypsine-like, le g Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC est ici utilisé comme
substrat fluorogénique. La reconnaissance du sibsar le site actif de I'enzyme détermine la coapde la
liaison entre 'AMC et le tétrapeptide. La fluoresce de la molécule d’AMC, qui est alors libéréeytpétre
suivie au fluorimeétre a 460 nm. La spécificité deaédaction peut étre vérifiée a I'aide d'un intelit spécifique
du complexe 20S, le peptide Z-lle-Glu(OtBu)-Ala-EEHO.

Solutions

- solutions
AMC 4 mM dans du DMSO
Z-LLVY-AMC 10 mM dans du DMSO

Protocole
- préparation du milieu réactionnel MR
imidazole 60 MM pH=7,4

- étalonnage du fluorimétre
Aexcitation= 380 NM A¢mission= 460 nm
Faire le point haut a 150 sur 200 pmoles d’AMGeed kur le milieu réactionnel seul.

- courbe étalon
Faire une dilution de 'AMC a 4 mM au 1/400 pouoawne solution finale dAMC a 10 uM.

pmoles AMC 0 40 80 120 160 200
AMC 10 pM, pL 0 4 8 12 16 20
Milieu réactionnel, uL 1000 996 992 988 984 980

- mode opératoire

Mettre 985 pL de MR.

Ajouter 5 pL d'extrait.

Déclencher la réaction en ajoutant 10 uL de Z-LLXMC 10 mM.
Suivre la réaction pendant 20 minutes.

PodPE
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TRYPSINE-LIKE

Références
- Tris HCl tris hydrochloride (Sigma-Aldrich T3253)
- MgCl, magnésium chlorure (Prolabo 25 108.295)
- DTT dithiothreitol (Sigma-Aldrich D9163)
- AMC 7-amino-4-méthyl-coumarin (Sigma-Aldrich A9BP
- Boc-Leu-Ser-Thr-Arg-AMC = Boc-LSTR -AMC (BacherrB40)
- DMSO diméthyl sulfoxide (Sigma-Aldrich D5879)

Principe

La protéolyse ubiquitine ATP dépendante joue ure nlajeur dans la dégradation des protéines
musculaires. La dégradation est assurée par unlegenprotéolytique comprenant le protéasome 26$n&me
constitué du protéasome 20S, le coeur de la maahipeotéolytique, et de 2 complexes de régulalies. Le
protéasome présente 5 activités enzymatiques eliffés dont trois principales : I'activité chymosiye-like (la
principale), I'activité trypsine-like et l'activigaspase-like.

Pour mesurer l'activité trypsine-like, le peptiBec-Leu-Ser-Thr-Arg-AMC est ici utilisé comme
substrat fluorogénique. La reconnaissance du sibsar le site actif de I'enzyme détermine la coapde la
liaison entre 'AMC et le tétrapeptide. La fluoresce de la molécule d’AMC, qui est alors libéréeytpétre
suivie au fluorimétre a 460 nm. La spécificité deaédaction peut étre vérifiée a I'aide d'un intelit spécifique
la leupeptine.

Solutions
- solutions
AMC 4 mM dans du DMSO
Boc-LSTR-AMC 2 mM dans du DMSO
Protocole
- préparation du milieu réactionnel MR
tris HCI 197¢
MgCl, 508,25 mg
DTT 38,55 mg

Ajuster le pH a 8,0 et le volume final a 250 mL ade I'eau.

- étalonnage du fluorimeétre
Aexcitation= 380 NM Agmission= 460 NmM
Faire le point haut & 150 sur 200 pmoles d’AMGCeed ksur le milieu réactionnel seul.

- courbe étalon
Faire une dilution de 'AMC a 4 mM au 1/400 pouoawne solution finale dAMC a 10 uM.

pmoles AMC 0 40 80 120 160 200
AMC 10 pM, pL 0 4 8 12 16 20
Milieu réactionnel, pL 1000 996 992 988 984 980

- mode opératoire

1. Mettre 960 pL de MR.

2. Ajouter 5 pL d’extrait.

3. Déclencher la réaction en ajoutant 35 pL de BocRFMC 2 mM.
4. Suivre la réaction pendant 60 minutes (lire tolgesl5 minutes).
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CATHEPSINE (B + L)

Références
- CH;COONa acétate de sodium (Sigma-Aldrich S2889)
- EDTA acide éthyléne diamine tétracyclique (Sigaddrich EDS)
- AMC 7-amino-4-méthyl-coumarin (Sigma-Aldrich A9BP
- Z-Phe-Arg-AMC (Bachem [-1160)
- DMSO diméthyl sulfoxide (Sigma-Aldrich D5879)

Principe

Le peptide fluorogénique Z-Phe-Arg-AMC est ici is#l comme substrat pour les cathepsines. La
reconnaissance du substrat par le site actif deytme détermine la coupure de la liaison entre |G\t le
dipeptide. La fluorescence de la molécule d’AMCrsilbbérée peut étre suivie au fluorimetre a 46Q hm
spécificité de la réaction peut étre vérifiée &kad’'un inhibiteur, la molécule E-64.

Solutions
- solutions
AMC 4 mM dans du DMSO
Z-Phe-Arg-AMC 10 mM dans du DMSO
Protocole
- préparation du milieu réactionnel MR
acétate de sodium 100 mM
EDTA 1mM

Ajuster le pH a 6,0.

- étalonnage du fluorimeétre
Aexcitation= 380 NM Agmission= 460 nm
Faire le point haut & 150 sur 100 pmoles d’AMGCeed ksur le milieu réactionnel seul.

- courbe étalon
Faire une dilution de 'TAMC a 4 mM au 1/400 pouoawne solution finale d’AMC a 10 uM.

pmoles AMC 0 20 40 60 80 100
AMC 10 pM, pL 0 2 4 6 8 10
Milieu réactionnel, uL 1000 998 996 994 992 990

- mode opératoire

1. Mettre 970 uL de MR.

2. Ajouter 20 uL d'extrait.

3. Déclencher la réaction en ajoutant 10 pL de Z-PlggAMC 10 mM.
4. Suivre la réaction pendant 15 minutes.
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EXTRACTION MUSCULAIRE POUR DOSAGES DE
METABOLITES

Références
- HCIO, acide perchlorique (Sigma-Aldrich 244252)
- KOH potassium hydroxyde (Prolabo 26 668.263)
- KClI potassium chlorure (Prolabo 26 764.298)
- TEA triéthanolamine (Sigma-Aldrich T1377)

Principe
L'extraction se réalise en deux étapes. Une etra@acide est réalisée au moyen d’acide perchieriq
et est suivie d’une neutralisation.

Solutions
- solutions
HCIO, 0,65 M
soit 56 mL de HCIQa 70 % (soit & peu prés 11,6 N) dans 944 mL d’eau.

- solution pour la neutralisation
KOH 2N dans 0,4 M de TEA et 0,4 M de KCI
soit 5,61 g de KOH + 1,50 g KCI + 3 g TEA dans 50 dfeau.

On mesure la quantité de KOH 2N nécessaire pouralser 1 mL d’acide perchlorique 0,65 M et obteum
pH entre 7,2 et 7,4 (environ 330 puL de KOH).

Protocole

Mettre 4 mg de tissu sec (ou a peu prés 16 mgsle fiais) dans 1 mL de HCJO,65 M refroidi a 4°C.
Laisser agir 15 minutes a 4°C.

Centrifuger pendant 10 minutes a 4°C a 5000 g.

Prélever ensuite une quantité déterminée du suanageide.

. Réaliser la neutralisation :

- pour 1 mL de surnageant acide, ajouter la quanétessaire de KOH 2 N.

- centrifuger pendant 10 minutes a 4°C a 10000 g.

- obtention d’'un surnageant neutralisé.

agrwNPE
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PHOSPHOCREATINE — ATP - GLUCOSE-6-PHOSPHATE

Références
- Tris HCl tris hydrochloride (Sigma-Aldrich T3253)
- MgCl, magnésium chlorure (Prolabo 25 108.295)
- DTT dithiothreitol (Sigma-Aldrich D9163)
- NADP nicotinamide adénine dinucléotide phospliRieche 128 058)
- BSA bovine serum albumine (PAA K41-001)
- Glucose (Prolabo 24 370.294)
- ADP adénosine diphosphate (Roche 127 507)
- NADH,H" nicotinamide adénine dinucléotide (Roche 107 735)
- P'P°diadénosine pentaphosphate (Sigma-Aldrich D4022)
- KOH potassium hydroxyde (Prolabo 26 668.263)
- KCI potassium chlorure (Prolabo 26 764.298)
- TEA triéthanolamine (Sigma-Aldrich T1377)
- HCIQ, acide perchlorique (Sigma-Aldrich 244252)
- G6PDH glucose-6-phosphate-déshydrogénase (R&h655)
- HK hexokinase (Roche 426 362)
- CK créatine kinase (Roche 127 566)
- ATP adénosine triphosphate (Sigma-Aldrich A8937)
- PCr créatine phosphate (Roche 621 714)
- G6P glucose-6-phosphate (Roche 127 027)

Principe
CK
PCr + ADP » Créatine + ATP
HK
ATP + Glucose » G6P + ADP
G6PDH
G6P + HO+ NADP* _—________ 6PGluconolactone + NADPH;H
Solutions
- solutions
tris HCI 1M pH=8,0
MgCl, 400 mM
DTT 400 mM
NADP 100 mM
BSA 10 %
glucose 100 mM
ADP 10 mM
NADH,H" 1mM
PP 100 mM
G6PDH 1750 U/mL
HK 1500 U/mL
CK 1400 U/mL

- solution pour la neutralisation

KOH 2N : 5,61 g de KOH + 1,50 g KCI + 3 g TEA da&smL d’eau.
- solution N

Trouver la quantité adéquate de KOH 2N pour nestala solution HCLQ 0,65 M. (voir extractions
pour les métabolites). Centrifuger a 10000 g pentlarsecondes. Prélever le surnageant.

Protocole

- préparation des solutions étalons
Solution mére :

Peser dans 20 mL d’'eau :

- 13,6 mg PCr soit 2,08 mM
- 6,2 mg ATP soit 512 uM
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- 1,6 mg G6P soit 263 uM

- courbe étalon

Attention : les concentrations des différents étalons differsuivant les pesées et la quantité de KOH 2N

nécessaire a la neutralisation de HLIO

Molarité de I'étalon * volume de la solution mexreliluer

*30 uL

Vol. total (1mL HCIQ + vol. KOH 2N + vol. de la solution mére a diluer)

Solution mere, pL

50

‘ 100

150

‘ 200

HCIO, 0,65M, pL

1000

15 secondes d’incubation a 4°C

KOH 2N, pL

330

10 secondes de centrifugation a 4°C a 10000 g

PCr nmoles/30uL 2,26 4,36 6,32 8,16
ATP nmoles/30uL 0,56 1,07 1,56 2,01
G6P nmoles/30uL 0,29 0,55 0,8 1,03
- préparation du milieu réactionnel MR
tris HCI 1M pH = 8,0 2,5mL
MgCl, 400 mM 250 pL
DTT 400 mM 100 pL
NADP 100 mM 32 L
BSA 10 % 200 pL
P'P° 100 mM 10 pL

Ajuster le volume final @ 100 mL avec de I'eau.

- étalonnage du fluorimeétre

Aexcitation= 340 NM Agmission= 450 Nm

Faire le point haut & 150 sur 1 mL MR + 15 nmoles\NéhADH,H" (soit 15 pL d’une solution mére de 1 mM) et

le 0 sur MR seul.

- mode opératoire

Blanc | Etalon | Essai
MR, pL 1000
30 pL solution N 30 pL étalon 1BD d’extrait

T° ambiante Lecture 1

G6PDH, pL 10

3 minutes a T° ambiante Lecture 2

Glucose, pL 10

HK, uL 10

8 minutes a T° ambiante Lecture 3

ADP, uL 10

CK, uL 10

30 minutes a T° ambiante Lecture 4

- résultats

L2 - L1 correspond a la consommation de G6P
L3 - L2 correspond a la consommation d’ATP
L4 - L3 correspond a la consommation de PCr
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GLYCOGENE

Références
- Tris HCl tris hydrochloride (Sigma-Aldrich T3253)
- MgCl, magnésium chlorure (Prolabo 25 108.295)
- DTT dithiothreitol (Sigma-Aldrich D9163)
- BSA bovine serum albumine (PAA K41-001)
- NADP nicotinamide adénine dinucléotide phospliRieche 107 058)
- ATP adénosine triphosphate (Roche 519 979)
- G6PDH glucose-6-phosphate-déshydrogénase (R&h655)
- HK hexokinase (Roche 426 362)
- NaOH sodium hydroxyde (Prolabo 28 244.295)
- Glycogéne (Sigma-Aldrich G0885)
- Glucose (Prolabo 24 370.294)
- HCI acide chlorhydrique (Riedel de Haén 07115)

Principe
hydrolyse acide
Glycogene » Nn-D-Glucose
HK
D-Glucose + ATP » D-Glucose-6-P + ADP
G6PDH

Glucose-6-P + NADP _—_________  6-P-gluconolactone + NADPH,H

Solutions

- solutions
tris HCI 1M pH=8,0
BSA 10 %
NADP 100 mM
DTT 10 %
ATP 05M
MgCl, 100 mM
G6PDH 1750 U/mL
HK 100 U/mL
NaOH IN
glucose 13 mM

Protocole

- préparation de la solution étalon de glycoger®2b %
Hydrolyse : 80 uL solution de glycogéene a 0,25 L HCI 1N.
Laisser agir 2 heures a 100°C.

- hydrolyse des extraits musculaires

Dans un tube en verre a bouchon vissé : mettre @lartgssu sec ou le culot de centrifugation desabwlites +

1 mL HCI 1IN.
Laisser agir 2 heures a 100°C.

- préparation du milieu réactionnel MR
trisHCI1MpH=8,0 5mL

BSA 10 % 200 pL
NADP 100 mM 200 pL
DTT 10 % 50 pl

ATP 0,5 M 100 pL
MgCl, 400 mM 250 pL

G6PDH 17500 U/mL 20 pL
Ajuster le volume final a 100 mL avec de l'eau.
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- étalonnage du fluorimétre
Aexcitation= 340 NM Agmission= 450 nm
Faire le point haut & 150 sur 50 nmoles de glueb&e 0 sur le milieu sans glucose.

- courbe étalon

Réaliser une dilution du glucose a 13 mM de facarair une solution a 0,5 mM (80 L de solution3amM +

2 mL HCI 1 N ou d’eau).

nmoles glucose 0 | 10 | 20 | 30 | 40 | 50
Milieu réactionnel, uL 1000

Glucose 0,5 mM, uL 0 20 40 60 80 100
NaOH 1IN, pL 0 20 40 60 80 100
AH20, pL 200 160 120 80 40 0
HK 100 U/mL, pL 10

Incuber 20 minutes a température ambiante.

- mode opératoire

Mettre 1000 uL de MR.

Ajouter 20 pL de NaOH 1N.

Ajouter 20 pL d’extrait hydrolysé.

Incuber 10 minutes a température ambiante.

Ajouter 10 puL d’'HK & 100 U/mL.
Incuber 20 minutes a température ambiante.
Réaliser la lecture L2.

N RrWNE

- résultats
L2-L1 correspond a la quantité de glycogene

Faire la lecture L1 correspondant a la quantitgldeose-6-phosphate endogéne.
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PYRUVATE MUSCULAIRE

Références
- Pyruvate (Sigma-Aldrich P2256)
- Tris trizma base (Sigma-Aldrich T1503)
- Tris HCl tris hydrochloride (Sigma-Aldrich T3253)
- LDH lactate déshydrogenase (Roche 127 230)
- NADH,H" nicotinamide adénine dinucléotide (Roche 107 735)

Principe
LDH

Pyruvate + NADH,H » Lactate + NAD
Solutions
-solutions

tris 1M pH=8,0

pyruvatel, 25 mM

NADH,H* 10 mM

LDH 110 U/mL

- utilisation des échantillons extraits en solutacide puis neutralisés

Protocole

- préparation du milieu réactionnel MR
tris1 M pH=28,0 5 mL
NADH 10 mM 10 puL

Ajuster le volume final @ 100 mL avec de I'eau.

- étalonnage du fluorimétre
Aexcitation= 340 NM Agmission= 450 nm
Faire le point haut & 150 sur 2 nmoles de NADHgHle O sur de I'eau.

- courbe étalon
Faire une dilution au 1/250 du pyruvate pour olstane solution a 5 pM.

nmoles pyruvate 0 | 00 | 025 | 04 | 05
Milieu réactionnel, uL 1000

5 minutes a T° ambiante Lecture L1

Pyruvate 5 uM, pL 0 | 20 | 50 | 80 | 100
LDH 110 U/mL, pL 10

10 minutes a T° ambiante Lecture L2

- mode opératoire

Mettre 1000 uL de MR.

Incuber 5 minutes a température ambiante et failecture L1.
Ajouter 100 pL d’extrait.

Ajouter 10 pL de LDH 110 U/mL.

Incuber 10 minutes a température ambiante et f@ilecture L2.

aokrwdPE

- résultats
L2 — L1 correspond a la quantité de pyruvate masaul
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Résultats
Manuscrit 1

Sirtuin 1 regulates SREBP-1c and hexokinase Il gerexpression in skeletal muscle

Sirtuine 1 (SIRT1) est une protéine histone dédaseydépendante du NARu
exerce un role métabolique important en limitaat¢umulation de graisses et en augmentant
la sensibilité a l'insuline chez des souris sousiigeun régime gras. De récentes études
indiquent que ces effets métaboliques sont eneparéidiés par I'induction d’un programme
de transcription de l'oxydation des acides grasjsma possibilité que SIRT1 puisse
eégalement participer au contréle du métabolismgldcose dans le muscle strié squelettique
n'a jamais été étudié. Nous montrons, ici, que stgis déficientes pour le géne SIRT1
présentaient une altération significative de laglyse, se traduisant par une augmentation du
contenu intramusculaire en glycogéene, glucose-Gipiate et pyruvate et une diminution
marquée de l'expression de I'hexokinase Il. L'esgien de SREBP-1c, un puissant
activateur de I'expression génique de I'hexokinagel'expression de LXR; un puissant
activateur de I'expression génique de SREBP-1erdtaignificativement diminuées chez les
souris déficientes pour le gene SIRT1. Les expéegnl’électrotransfert de génes ont montré
que SIRT1 régulait le promoteur de SREBP-1c derfdgdR-dépendante. Enfin, I'inhibition
de SIRT1 par 'EX527 permettait de réduire la consation de glucose de myotubes C2C12
de facon dose dépendante. Nos données montrel8IRId régule I'expression de SREBP-
1c de facon LXR-dépendante, ce mécanisme pouvantrimeer a la régulation de
I'expression de I'hexokinase Il. Cette voie pourantribuer a la régulation du métabolisme

du glucose dans le muscle strié squelettique.
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Sirtuin 1 (SIRT1) is a NAD-dependent protein deacetylase that exerts a pesmimetabolic
function by limiting fat accumulation and increagimsulin sensitivity of mice fed with a
high-fat diet. Current studies indicate that thesgtabolic effects are partly mediated by the
induction of a metabolic transcription program atauohondrial fatty acid oxidation, but the
possibility that SIRT1 can also directly participab the control of glucose metabolism in
skeletal muscle has never been investigated. Heeeshow that SIRT1 gene deficiency
significantly altered skeletal muscle glycolysis mice, as evidenced by an increased
intramuscular content of glycogen, glucose-6-phatphand pyruvate, together with a marked
decrease in hexokinase Il expression. ExpressiorSREBP-1c, a strong activator of
hexokinase Il gene expression, and LXR-R3, a stemtiyator of SREBP-1c gene expression,
were both significantly decreased in response RT'$Igene deficiency. Gene electrotransfer
experiments further showed that SIRT1 regulated EBFREC promoter in a LXR-dependent
manner.Finally, SIRT1 inhibition by EX527 was sufficient tdose-dependently decrease
glucose consumption of C2C12 myotubes. Our datpastiphe mechanism by which SIRT1
regulates hexokinase Il expression in skeletal teubg modulating SREBP-1c promoter
transactivation in a LXR-dependent manner. This masm probably contributes to the

regulation of glucose metabolism by skeletal muscle
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INTRODUCTION

Mammalian Sirtuin 1 (SIRT1) is a member of theusirtfamily of nicotinamide adenine
dinucleotide (NAD)-dependent protein deacetylases of class II1$1RT1, the mammalian
ortholog of the yeast Sir2 (2), has a wide rangsutistrates and cellular functions. SIRT1 can
induce chromatin silencing by deacetylating histo(8, as well as by regulating histone and
DNA methylation (4; 5). SIRT1 can also modulate élo&vity of transcription factors, such as
p53 (6; 7), NF<B (8), forkhead box O (FoxO) family of transcriptidactors (9-11), and
peroxisome proliferator-activated receptpr (PPARy) (12), as well as transcriptional
coregulators such as p300 (13) and PRAd®activator la (PGC-1i) (14). Altogether, these
data involves SIRT1 in a broad range of biologipedcesses, such as inflammation, cell
survival, cell proliferation, and cell metabolism.

The deacetylase activity of SIRT1 is controlledtbg NAD'/NADH ratio (15). SIRT1 is
therefore considered to act as a sensor of thebwletastatus of the cell that can mediate
adaptative changes in gene expression to reguteeye metabolism (16). SIRT1 has thus
been reported to deacetylate and activate P&Qel increase the transcription of
gluconeogenic genes, such as phosphoenolpyruvditexs&inase and glucose-6-phosphatase
in liver (14). SIRT1 also deacetylates and actwdexO1 to induce gluconeogenesis and
glucose release from hepatocytes (9). Moreoverchkoshmvn of SIRT1 in liver abrogates the
fasting-induced expression of gluconeogenic gewbgreas SIRT1 overexpression has the
opposite effects (17). In skeletal muscle, SIRTdoaleacetylates and activates PGCtd
induce a metabolic transcription program of mitaudirial fatty oxidation (18). Furthermore,
treatment of mice submitted to a high-fat diet withn-specific SIRT1 activators (resveratrol,
SRT1720) increases PGG-tleacetylation and transcription of genes encodirigchondrial

proteins (19).
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SIRT1 also contributes to the regulation of glucbeeeostasis. Mice fed with a high-fat
diet that either received resveratrol or SRT1720rasistant to the development of obesity
and insulin resistance. They also display improvedponse to intraperitoneal glucose
tolerance test (19; 20). Similarly, SIRT1 gain ohétion has been shown to improve glucose
tolerance in mice (21). The ability of SIRT1 to uéage whole body glucose homeostasis can
be partly explained by the previously describedhstatory effect of SIRT1 on fatty acid
oxidation in skeletal muscle (18) and insulin s@oreby pancreatic 3 cells (22; 23), but the
possibility that SIRT1 can also regulate glucosetalmaism in skeletal muscle must be
considered. Indeed, skeletal muscle represents efQt#ial body weight and plays a crucial
role in the regulation of glucose metabolism (Fjerefore, any adaptative changes triggered
by SIRT1 that can improve glucose metabolism inetké muscle may contribute to whole
body regulation of glucose homeostasis by SIRTlrrébly, however, there is no direct
evidence that SIRT1 participates to the contralatose metabolism in skeletal muscle.

Because SIRT1 interacts with and deacetylatestt@rgéeins to regulate gene expression,
we hypothesized that SIRT1 could participate to bgulation of glucose metabolism in
skeletal muscle by modulating the expression dicati glucose-related genes. We report that
SIRT1 gene deficiency led to an altered glycolymisl a strong decrease in hexokinase I
expression in mouse skeletal muscle. Expressid®dREBP-1c, a transcriptional activator of
hexokinase Il gene expression, and LXR-B was alwedsed. We further showed that
SIRT1 regulated SREBP-1c promoter in a LXR-dependeanner. Finally, inhibition of
SIRT1 by EX527 decreased glucose consumption iosa dependent manner. The control of
SREBP1c gene expression by SIRT1 may be an impgodkment in the regulatory

mechanisms that links SIRT1 to the control of ghecmetabolism.
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RESEARCH DESIGN AND METHODS
Animals. SIRT1*®4Ae4 mice (16.43 + 1.80 months; n = 4) and SIR4* mice (14.80 +

1404 mice lack exon 4, which

2.00 months; n = 4) were previously described (SBRT
encodes 51 amino acids of the conserved SIRT1lytigtalomain (25). SIRTF**A** mice
thus expressed a SIRT1 mutant inactive protein amedphenotypically identical to SIRT1
null mice (25). SIRTY*** mice were used as controls (25; 26). Morphologitaracteristics
of SIRT*®*A®*4 and SIRT1®* mice are reported in Table 1. Mice were houseaispecial-
pathogen free facility. All procedures were appublbg the University of Washington Animal
Care and Use Committee.

Eight week-old male OFI mice (32.9 £ 1.2 g; n = #¥re used for gene electrotransfer
experiments. Mice were maintained in the Animal€entrale de la Faculté de Médecine
(Université Jean Monnet, Saint-Etienne) under astaon 12:12h light-dark cycle with food
and waterad libitum. The study was approved by the Comité d’Ethiquarfate de la Plate-
Forme d’Expérimentation Animale de la Faculté dedbténe (Université Jean Monnet,
Saint-Etienne).

Determination of intramuscular content of glycogenglucose-6-phosphate and pyruvate.

Samples of freeze clampeggstrocnemiusnuscles were homogenized in 0.65 M perchloric

acid (1:30 dilution wt/vol) and incubated for 15mmat 4°C. Muscle homogenates were
centrifuged at 5,000 g for 10 min at 4°C. Resultpalets resuspended with 1 N HCI and
neutralized by 2 N KOH were used for the fluoroneetneasurement of glycogen content by
coupled enzyme assays (27). Acid supernatants meugalized with 2 N KOH in 0.4 M
TEA/KCI and used for the fluorometric determinatiohpyruvate and glucose-6-phosphate
contents by coupled enzyme assays (27).

MRNA isolation and reverse transcription reaction.Gastrocnemiusandtibialis anterior

muscle samples from Siff“A®** and Sirt1*®* mice were conditioned in RNALater
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(Qiagen). The samples were homogenized with a MiAiérMM300 (Eppendorf) in 300 uL
Trizol (Invitrogen) following the manufacturer’'sstiuctions [30 Hz, 2 min; 2 tungsten 2 mm
carbide beads (Qiagen)]. A double chloroform exioac (400 ul followed by 15 min
centrifugation, then 150 pl chloroform followed Bymin centrifugation) was performed to
obtain a clean aqueous phase. The extraction of ARids carried out on the Qiacube
automate by loading the whole aqueous phase (Rrasycol). A 50ul final volume of
MRNA was eluted for each sample. RT was immediapsyformed using the Reverse
Transcription Core Kit (Eurogentec). The reactioaswarried out from 200 ng of mRNA
with 50 uM Oligo d(T) primer, 2 IU Rnase inhibitor and 6.25 reverse transcriptase
according to the manufacturer’s instructions. Tb&lA was stored at —80°C until used.
Primer design. The primer design and its optimization regarding thiengr dimer, the self-
priming formation and the primer melting temperatwere done with MacVector software
(Accelrys). The specificities of the PCR amplificat were documented with the LightCycler
melting curve analysis as previously described.(ZBg melting peaks obtained from the RT-
product and the specific recombinant DNA were ight The oligonucleotide primers were
synthesized by Eurogentec. The selected forward) (&Wd reverse (RW) primer sequences
are listed in Table 2.

Real time quantitative PCR.The PCR was carried out with the Light Cycler Faistrt DNA
Master SYBR Green kit (Roche Applied Science) 20aul final volume, 4 mM Mgdd and
optimized concentration of each primer (final cartcation). Quantitative PCR was
performed using LightCycler (Roche Applied Sciende) 50 cycles of 95°C for 20 s
(denaturation), 54—-60°C for 5 s (annealing tempeestare presented in Table 2) and a final
step of 8 s at 72°C (elongation). The amplificatspecificity was checked using the melting
curve, following the manufacturer’s instructionfieTCycle of quantification (§ values were

calculated from the Light Cycler Software v.3.5 ¢Re Applied Science) using the second
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derivative maximum method. The quantification welkieved using a pool of cDNA samples
as calibrator (28), according to the comparativeshold cycle method (29) improved for
multiple reference genes use (30). The normalinatias performed by geometric averaging
of three internal control genes [cyclophylin A (@y¢ hypoxanthine guanine phosphorybosyl
transferase (HPRT) and acidic ribosomal phospheprofARBP)] after validation using
geNorm software (31).

Protein extraction. Proteins were extracted frogastrocnemiugndtibialis anterior muscles
as described previously (32). Protein concentratitas spectrophotometrically determined at
750 nm (BioRad).

Enzyme assays. Hexokinase, lactate dehydrogenase, 3-hydroxy-ao@h@yme A
dehydrogenase and citrate synthase enzyme adivitexe fluorometrically determined as
previously described (33; 34).

Immunoblot analysis. Protein concentration was spectrophotometricaltgmeined at 750
nm (BioRad). Muscle samples were homogenized (di2@on, wt/vol) at 4°C [50 mM Tris-
HCI (pH = 7.4), 100 mM NaCl, 2 mM EDTA, 2 mM EGTADQ mM 3-glycerophosphate, 50
mM sodium fluoride, 1 mM NaV@) 120 nM okadaic acid, 1% Triton X-100]. Homogesate
were centrifuged at 12,000 g for 20 min at 4°Ctéins (20 to 50 ug) were subjected to SDS-
PAGE and transferred to nitrocellulose membranes.l@ading was systematically checked
by Coomassie and Ponceau staining (data not sh@Asts were incubated overnight at 4°C
with antibodies against 20D6 (1:40,000 dilutionwet), Core2 (1:20,000 dilution wt/vol),
13.4 (1:4,000 dilution wt/vol), SIRT1 (1:1,000 dilen wt/vol, Upstate 05707) and nuclear
SREBP-1c (1:400 dilution wt/vol, Santa Cruz Bioteglogy sc-8984). Corresponding
horseradish peroxidase-conjugated rabbit anti-m¢@Li8000 dilution wt/vol, Dako) and goat
anti-rabbit (1:3,000 dilution wt/vol, Dako) antined were used for chemiluminescent

detection of proteins (ECL, GE Health Care). THmdi were scanned and quantified using
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N.I.H. image 1.63.

Plasmids. pBabe-SIRT1, the full length murine SIRT1 cDNA inp@Babepuro expression
vector, was a gift from Dr J Luo (Institute of Canc&enetics and Department of Pathology
College of Physicians & Surgeons, Columbia Uniugrdlew York, USA) (7). pCMV-LXR-

a (Source BioScience/Geneservice, Cambridge, Ukhasfull length murine LXRa cDNA
into a pCMV-Sport vector. Human SREBP-1c promotés7{/+90 bp) reporter gene
(pPSREBP-1c-Luc) and human SREBP-1c promoter (-®B{/bp) reporter gene with two
deleted mutations in LXR-response elements locatied311/-296 bp and -260/-245 bp
(pPSREBP-1c-Luc m1/2) were previously described (@Y. 54). pCMV-R-galactosidase
was from Clontech. pcDNA3.1-Zeo (Clontech) is al rehpty vector used to maintain
constant the amount of DNA injected.

In vivo gene electrotransfer.Mice were anesthetizedd. injection of 90 mg/kg ketamine
and 10 mg/kg xylazine) antbialis anterior muscles were injected with 125 pl of DNA
mixtures in 0.9 % NaCl endotoxin free containing 30 pg of pSREBP-1c-Luc, 30 pg of
pCMV-3-galactosidase, and 20 pg of pcDNA3.1-Zee @),ii) 30 pg of SREBP-1c-Luc, 20
ung of pBabe-SIRT1 and 30 pg of pCMV-R3-galactosidase 8), andii) 30 ug of pPSREBP-
1c-Luc, 20 pug of pCMV-LXRa and 30 pug of pCMV-[3-galactosidase (n = 8). Coadmg
contralateral muscles were injected with the sarNé\ Inixture except that pPSREBP-1c-Luc
was omitted and replaced by 30 pug of pPSREBP-1crhli2. Thirty seconds after injection, 6
pulses (20 ms, 50 mA) were delivered by using GEdlé2troporator as previously described
(36; 37). Seven days after gene electrotransfemaia were anesthetized and ttigialis
anterior muscles were removed, weighted, and stored aiG-80°

Firefly luciferase and [3-galactosidase assayBroteins isolation and measurement of firefly
luciferase activity were performed as described/iptesly (36). Protein concentration was

spectrophotometrically determined at 750 nm (BigRabb correct for interindividual
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variations in transfection efficiency, luciferasetiaty was normalized t¢3-galactosidase
activity (36).

Cell culture and glucose assayC2C12 muscle cells (ATCC CRL-1772) were cultured i
Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) suppletadrwith 20% fetal bovine serum
and 1% penicillin-streptomycin (P/S) at 37°C and &%, in air in 6-well plates. At 80%
confluence, cells were allowed to differentiatcdMEM supplemented with 2% horse serum
and 1% penicillin-streptomycin. Glucose concentrain the culture medium was determined
over 48 hours from day 5 of differentiation by wsian electrochemical analyser YSI 2300
STAT PLUS (Yellow Springs Instruments, Ohio, USABJ. Calibration was done by using a
5 mM standard glucose solution.

Statistics.Data are means = SE. Statistical comparisons wafermed using unpaired t-test,
two-way and one-way analysis of variance when apjate (StatVieWMSE+"2""S Abacus

Concept, Inc). The 0.05 level of confidence waspted for statistical significance.
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RESULTS
Loss of SIRT1 leads to an intramuscular accumulatio of glycogen, glucose-6-phosphate
and pyruvate. Glycogen content was moderately but significantigréased by about 25% in

4exahexd mice (Fig. B). We next assessed whether

the gastrocnemiusmuscle of SIRT
increased glycogen content could result from disiad glycolytic capacity. In agreement
with this hypothesis, glucose-6-phosphate and @tenaccumulated in thgastrocnemius
muscles of SIRTF*“A** (p < 0.05) (Fig. B and C). Furthermore, hexokinase Il mMRNA
level, hexokinase activity and lactate dehydrogerzasivity were all significantly reduced by
about 50% in thejastrocnemiusnuscles of SIRTF**A4 mice (Fig. 2), whereas skeletal
muscle oxidative capacity remained unchanged @jig.

Expression of SREBP-1c and LXR-3 is down-regulateth the gastrocnemius muscle of
SIRT12®4e4 mice. The marked decrease in hexokinase || mMRNA and hieask activity
prompted us to determine whether SIRT1 could reguiaxokinase expression. SREBP-1c is
a transcription factor that has been shown to gtyoregulate hexokinase Il gene expression
in muscle cells (39; 40). We show here that botrEBR-1c mRNA level and nuclear
SREBP-1c protein level were significantly decreasedthe gastrocnemiusmuscle of
SIRTI*®A4 mjice (Fig. 4. Similar results were also observed in titgalis anterior
muscle (data not shown). There are two functiondRiresponse elements in SREBP-1c
promoter that have been described to strongly aeti$REBP-1c gene expression in muscle
cells (35). In the present study, mRNA level of L)BRwvas significantly reduced by about
25% in thegastrocnemiusmuscle of SIRTAZ**®** mice, whereas LXRr mRNA level
remained unchanged (FigB}

SIRT1 regulates SREBP-1c expression in a LXR-depeerdt manner. Next, we
determined whether SIRT1 regulates SREBP-1c genmession in a LXR-dependent

manner. Mousdibialis anterior muscle was electrotransfected with a SIRT1 express
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vector together with a SREBP-1c reporter gene cocistthat exhibits or not deleted
mutations of two LXR-response elements locate®a1/~296 bp and -260/-245 bp (35) (Fig.
5A). Gene electrotransfer of a SIRT1 expression vectanousetibialis anterior muscle
effectively led to an increase in SIRT1 proteineleyFig. B). As a positive control of
SREBP-1c promoter transactivation, we co-electnsfiected a LXRx expression vector. As
expected, this strongly transactivated SREBP-lanpter (Fig. &), whereas SREBP-1c
promoter transactivation was completely abolishdtenvthe two LXR-response elements
were deleted, illustrating the functionality and pdedency of SREBP-1c promoter
transactivation towards LXR transcription factodsnportantly, SIRT1 overexpression
increased SREBP-1c promoter transactivation by @aRefold (P < 0.05) (Fig. &). By
contrast, mutations of the two LXR-response elesmadmpletely abolished SREBP-1c
promoter transactivation by SIRTP & 0.001), demonstrating that functional LXR-resp®n
elements are involved in the stimulatory effect 8fRT1 on SREBP-1c promoter
transactivation in mouse skeletal muscle.

SIRT1 inhibition lowers glucose consumption in C2C12 myatbes.To functionally assess
the relevance of SIRT1 on glucose metabolism, we determined whether modulating
SIRT1 activity would effect glucose consumptionR¥1 enzymatic activity was inhibited in
C2C12 myotubes by EX527. EX527 is a small, selectnhibitor of SIRT1 that does not

inhibit histone deacetylases and is specific fatlSover other sirtuin family members (20;

41-43). Exposure of C2C12 myotubes for 48 hourstted dose-dependent decrease in

glucose consumption (Fig. 6). At the highest cotregion (2 uM), EX527 decreased glucose
consumption by about 20% (< 0.001). Similar results were obtained followi24 hours of

exposure (data not shown).
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DISCUSSION

SIRT1 gene deficiency led to an accumulation ofcggen, glucose-6-phosphate, and
pyruvate ingastrocnemiusnuscle, strongly suggesting an impairment in dlygis. This is
further supported by the observation that hexoldreasd lactate dehydrogenase activity were
decreased, whereas mitochondrial oxidative potemBanained unchanged. This latter
observation may be surprising since SIRT1 has beewn to promote PGCaldeacetylation
and the expression of selected mitochondrial g€h#&s19; 44). However, other studies have
shown that SIRT1 and PGGxlare independently regulated and that variationSIRT1
expression are not correlated with variations itoofiondrial content in skeletal muscle (45;
46). To reconcile these data, possibilities wouddthat SIRT1 expression is more closely
related to the rate of mitochondrial biogenesisheatthan the steady-state content of
mitochondria (45) and/or that SIRT1 stimulates wchimndrial biogenesis only under
conditions where skeletal muscle is metabolicafiglienged (19; 44). Finally, it also possible
that the expression of mitochondrial genes is diyedtered in skeletal muscle of SIRFY
mice, which were used as control mice in the prestenly (see below).

Previous data indicate that hexokinase Il expresgostrongly activated by SREBP-1c
(39; 40) and that SREBP-1c gene expression isaggiby LXR (35) in muscle cells. In the
present study, the down-regulation of hexokinaseSREBP-1c and LXK expression in
SIRT1****A**4 mice, together with our observation that SIRTlutates SREBP-1c promoter
in a LXR-dependent manner, support the mechaniserety SIRT1 regulates hexokinase Il
expression in skeletal muscle in a SREBP-1c/LXRet€ent manner. The way by which
SIRT1 could regulate LXR transcriptional activitgshnot been explored in the present study.
However, a previous report by kt al.in HEK 293 cells (47) showed that SIRT1 interacted
with LXR and promoted its deacetylation and subsetjwbiquitination. Furthermore, they

also showed that loss of SIRT1 reduced expresdi@anvariety of LXR target genes viva
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They propose that LXR deacetylation by SIRT1 wolld necessary to facilitate its
degradation, thus allowing the recruitment of neiRLat transcriptional active sites of target
genes, ultimately leading to an increase in trapsonal activity (47). Whether such a

mechanism is functional in skeletal muscle needsetdetermined.

The two LXR subtypes, LXRr and 8, probably do not play identical roles, as judggd b
the phenotype of LXR knockout mice. LX#&R-knockout mice massively accumulate
cholesterol on cholesterol feeding (48), increasdr tfat content, but remain insulin sensitive
in response to a high-fat diet (49). By contrabsesmce of LXR3 induces protection against
high fat diet-induced obesity, but induces insulgsistance (49), suggesting that LRBR-
would be a regulator of glucose homeostasis. leegent with this observation, of the two
isoforms, only the expression of LXR-was significantly reduced in thgastrocnemius
muscle of SIRTA®*A** mice, suggesting that LXR-could be involved in the regulation of
SREBP-1c promoter transactivation.

SIRT1 has been well described to deacetylate atidhte PGC-&x (18; 19; 44; 50). One
may therefore reasonably ask whether SIRT1-depemtbzatetylation of PGCelcould also
contribute to the regulation of SREBP-1c gene esgom in skeletal muscle. However,
current studies suggest that PGE-tather than PGCel, could be a target of SIRT1 to
regulate  SREBP-1c gene expression. Indeed, previeperts indicate that PG 1
coactivates SREBP transcription factor family imeli (51). Furthermore, it has also been
reported that SIRT1 mMRNA expression was signifigacorrelated with PGC{l expression
(52). Altogether, these data suggest that SIRT1lldcalso regulate SREBP-1c gene
expression by modulating PG@-Activity.

Our observations that SIRT1 inhibition significgntlowers glucose consumption of
C2C12 myotubes clearly illustrate the functiondevance of SIRT1 in the regulation of

glucose metabolism. We propose that the regulaifonexokinase Il expression by SIRT1
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may contribute to this effect. Of course, we careatlude the possibility that the regulatory
influence of SIRT1 may be also exerted on the esgdom of glucose transporter and other
glycolytic enzymes, as we showed for lactate dedryeinase. One should also note that
EX527 reduces glucose consumption by about 20%ylgléendicating that the regulation of
glucose metabolism by SIRT1 under non-stimulatopndition is therefore just one
contributory mechanism to the overall response.efatogether, our data are in line with
other observations showing that SIRT1 activity ncaptribute to the regulation of whole-
body energy balance [(52-54), see (1; 55; 56) derews], and further support that activating
SIRT1 could be a valuable strategy for the treatraed prevention of insulin resistance.

One limitation of our analysis of the SIRT1 gendidency in mouse is the potential for
metabolic effects in SIRTT®* mice. Heterozygous littermates of SIRTA®** mice were
used in order to avoid variations in the genetickgeound. However, we cannot exclude the
possibility that the reported alteration in gen@ression was already partially compromised
in SIRT12*** mice. For instance, it was previously reported tha regulation of lipolysis in
adipocytes upon fasting was altered in SIR¥1* mice when compared to wild type mice

j_/Aex4

(12). However, if gene expression was already comged in SIRT mice, this would

rather mitigate the extent of variations when coragdo SIRT$&*4Aex4

mice. The generation
of muscle specific SIRT1 transgenic and knockoutiseomodels will be necessary to further
delineate the physiological roles of muscle SIRT inetabolism.

In summary, we demonstrated that SIRT1 gene dafigiealtered glycolysis and
decreased hexokinase Il expression in mouse skaehetscle. This is likely to reflect the
decreased expression of SREBP-1c and LXR-R in SIE¥f* mice. This could be partly
explained by the LXR-dependent transactivating atfief SIRT1 on SREBP-1c promoter.

This may ultimately contribute to the regulationghicose consumption.
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TABLE 1
Morphometric characteristics of SIRTFI* 4 mice.

Characteristics SIRTAex4 SIRTexdhexs
Body weight (g) 33.78 £ 1.86 22.80+£1.15 **
Body mass index 30.92+1.52 27.03+1.52
Gastrocnemiusveight (mg) 137.00 £ 12.00 92.00 +8.00 *
Tibialis anterior weight (mg) 50.00 + 5.00 35.00 + 3.00 *
Extensor digitorum longuseight (mg) 10.40+0.12 7.93+0.62*
Soleusweight (mg) 5.89 + 0.67 4.20 + 0.45°%8
Gastrocnemiugmg/g of body weight) 4.06 £0.33 4.01+£0.24
Tibialis anterior(mg/g of body weight) 1.49 +0.15 1.52+0.12
Extensor digitorum longuéng/g of body weight) 0.29+0.02 0.31+£0.03
Soleugmg/g of body weight) 0.18 +0.02 0.19+£0.01

Data are means + SEP* 0.05 and *P < 0.01 versus SIRTT®* mice.

146



TABLE 2

Résultats
Manuscrit 1

Primers sequences and annealing temperatures e gsad for RT-PCR analysis

Gene GenBank 5'-3’ sequence of forvx_/ard (FW) and reverse (RW) Annealing .
Accession no. primers temperature (°C)
e oo W SAMATCICCAGASOCICATTS gy
cvon ooy Ty SeCAMTECTOOACOMICHC 2
i oo Y CMOCCTeechcARceTT s
HPRT  NM_OL3SS6 oyl CaG G TOAGCARAGAACTTATAGCE 60
ora o TOSMGTASRGAGCCTaCMONC o
DRp  wows  WSMOSCSTCCACOATIONONT g
woa  woorsez  EICASTACCCTETCOAOMECTONTS g
SREBP-ic  NM_011480 FW CGGGATGCGGCTGTTGTCT 56

RW GCAGCAAGATGTCCTCCTGTGTACT

ARBP: acidic ribosomal phosphoprotein; CYCA: cydidim A; HK II: hexokinase IlI; HPRT: hypoxanthine

guanine phosphoribosyl transferase; LXR: liver Xcemtor; MCAD: medium chain acyl-Coenzyme A

dehydrogenase; SREBP-1c: sterol regulatory eletviading protein 1c.
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FIGURE LEGENDS

FIG. 1. Intramuscular content of glycogen, glucésghosphate and pyruvate in the
gastrocnemiugnuscle of SIRTY*** mice @) and SIRTL®*A* mice (). A: Glycogen
content.B: Glucose-6-phosphate conte@. Pyruvate content. Data are means + SP. ¢

0.05: significantly different from SIRTT®“mice.
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FIG. 2. Hexokinase (HK) Il mRNA level, HK activitgnd lactate dehydrogenase (LDH)
activity in thegastrocnemiusnuscle of SIRTY2®** mice @) and SIRT&*A** mice (). A:
HK Il mRNA level (left panel) and HK activity (righpanel).B: LDH activity. Data are
means + SE. *P < 0.05, * P < 0.01 and *** P < 0.001: significantly different from

SIRT1"2®4 mice.
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FIG. 3. Expression of nuclear genes encoding mdondhal proteins in skeletal muscle of
SIRT1"** mice @) and SIRTL®*"®** mice (). A: 3-hydroxy-acyl-Coenzyme A
dehydrogenase (HAD) activity, medium-chain acyl-@ngne A dehydrogenase (MCAD)
MRNA level and citrate synthase (CS) activity ia gfastrocnemiusnuscle B: HAD activity,

MCAD mRNA level and CS activity in theéibialis anterior muscle.C: Representative
immunoblot (left panel) and densitometric analysight panel) of mitochondrial respiratory
chain proteins of complex Il (Core IlI, 13.4) anahaplex V (20D6) in thgastrocnemiug )

andtibialis anterior @) muscles.
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FIG. 4. Expression of sterol regulatory elementdlyig protein (SREBP)-1c and liver X
receptor (LXR)a and B in the gastrocnemiusmuscle of SIRTY*®* mice @) and
SIRT**A*4 mice (). A: SREBP-1c mRNA level (left panel) and protein lepeght
panel).B: LXR-a and LXR# mMRNA level. Data are means = SEP*< 0.05: significantly

different from SIRT1®** mice.
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FIG. 5. SIRT1 regulates SREBP-1c promoter trangaibtin through a LXR-dependent
mechanismA: Human SREBP-1c promoter (-571/+90 bp) reporteregeoSREBP-1c-Luc)
and human SREBP-1c promoter (-571/+90 bp) repgeae with two deleted mutations in
LXR-response elements (LXRE) located at -311/-2p6bd -260/-245 bp (pSREBP-1c-Luc
m1/2) (35).B: Gene electrotransfer of SIRT1 expression vectoreases SIRT1 protein level
in mousetibialis anterior muscle Muscles were electrotransfected with either a abnector
(pcDNAS.1Zeo,m) or a SIRT1 expression vector (pBabe-SIRE]), Seven days after gene
electrotransfer, muscles were removed and analygedestern blot. SIRT1 protein was
detected as a 85-90 kDa band. Data are means * $E< 0.01: significantly different from
pcDNA3.1-ZeoC: Mutations of LXR-response elements in SREBP-Ilanmter abolished
SIRT1-induced SREBP-1c promoter transactivatiomeseectrotransfer of pPSREBP-1c-Luc
(m, n = 8), pPSREBP-1c-Luc and pBabe-SIR™, (1 = 8), or pSREBP-1c-Luc and pCMV-
LXR-a (O, n = 8) was performed. Contralatetiiialis anterior muscle was injected with the
same DNA mixture except that pSREBP-1c-Luc was teishiand replaced by pSREBP-1c-
Luc m1/2. In order to correct for variations inrtséection efficiency, luciferase activity was
normalized tg3-galactosidase activity. RLU, relative light uriitata are means + SE.P <
0.05 and ***P < 0.001: significantly different from pSREBP-1cd.alone; T1P < 0.01 and
t11 P < 0.001: significantly different from correspongigene electrotransfer with pSREBP-

1c-Luc.
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FIG. 6. EX527 lowers glucose consumption of C2Clytumbes. C2C12 myoblasts were
differentiated into myotubes for 5 days and treatgtth EX527 for an additional 48 hours.
Glucose concentration in the culture medium wasrdahed before and after 48 hours
EX527 exposure. Data are means + SE from 8 indegpereckperiments P < 0.05 and ***P

< 0.001: significantly different from control mydies (0 uM).
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Figure 3.
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Figure 4.
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Figure 5.
A
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Regulation of Akt/mTOR pathway, ubiquitin proteasome pathway and autophagy in
response to fasting/refeeding in C2C12 myotubes

L’amyotrophie résulte d'un désequilibre de la bakanentre la synthése et la
dégradation des protéines. On peut observer cette de masse musculaire dans plusieurs
conditions comme lors du vieillissement, lors dalitement prolongé ou lors d’'un jelne. Le
but de I'étude suivante a été de déterminer lala¢ign de la balance entre la synthése et la
dégradation des protéines se produisant lors dlng chez des myotubes C2C12. Ainsi,
nous montrons, que chez des myotubes C2C12, ure jeién 4 heures induisait une
déphosphorylation précoce (30 minutes a 1 heurdktd”® GSKF?'S® p70S6K*? et
S6°22%538récédant une amyotrophie de 15 % des myotubesvetesa 2 heures de jedine.
Cette déphosphorylation s’accompagnait d’'une auggtien tres rapide de [activité
cathepsine B + L, alors qu’aucune modificationa@edie du protéasome n’était observée. La
renutrition s’accompagnait d’un retour & la nornddeces différents parametres a I'exception
de l'activité cathepsine B + L qui restait elevé@nsi, ces données préliminaires suggerent
que le jelne et la renutrition aboutissent a umgelladion de la voie Akt, régulatrice de la
masse musculaire et de la voie autophagie/lysosompiiquée dans la dégradation des
protéines chez des myotubes C2C12. D’'autres marsudes voies de dégradation
ubiquitine/protéasome et autophagie/lysosome sexarivisager. Enfin, étant donné que la
protéine Sirtl est impliquée dans la restrictioforique, son réle lors du jeldne et de la

renutrition sera également a étudier.
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Regulation of Akt/mTOR pathway, ubiquitin proteasome pathway and
autophagy in response to fasting/refeeding in C2Cl2yotubes
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Amyotrophy results from an imbalance between prowinthesis and degradation. Muscle
mass loss is observed in several conditions suchgasy, prolonged immobilization or
fasting. The purpose of this study was to deterningeregulation between protein synthesis
and degradation during fasting in C2C12 myotubes.showed that in C2C12 myotubes, a 4
hours fasting induced an early dephosphorylatiof (Binutes to 1 hour) of ARt
GSK32YS® n70S6K**2 and SE2%/52% that preceded a 15% decrease in myotubes area (2
hours of fasting). This dephosphorylation was aquamed by a rapid increase in cathepsin B
+ L activity, while no change in proteasome atyivivas observed. Refeeding was
accompanied by a return to normal values, withekeeption of cathepsin B + L activity
which remained elevated. Thus, these preliminatg daggest that fasting and refeeding lead
to a regulation of the Akt pathway, which may batkgulate protein synthesis and
autophagy/lysosome pathway, and ultimately myotw@ea. Other markers of degradation of
ubiquitin/proteasome and autophagy/lysosome patbwal be determined. Finally, given
that the protein Sirtl is involved in caloric rédion, its role in the regulation of these

processes during fasting and refeeding needs $tuloéd.

170



Résultats
Manuscrit 2

INTRODUCTION

The loss of muscle protein is a widespread phenom&nown as muscle atrophy or
wasting that leads to rapid alterations in muscttacture and functions. Skeletal muscle
atrophy occurs systematically with prolonged inatj denervation, normal aging, fasting
and with many diseases, including cancer, diabetepsis, renal failure and chronic
obstructive pulmonary disease. During these caiabohditions, skeletal muscle is subjected
to a major metabolic challenge, which particuldriggers an increased reliance on protein
catabolism to provide amino acids for the mainteeaof vital functions of critical organs
such as the heart, brain, liver and kidney.

Accelerated breakdown of proteins have been Ilgrgetributed to activation of
ubiquitine-proteasome pathway. Expression of séwefiaunits of the proteasome, as well as
that of atrophy-specific-ubiquitin ligases, atraimuscle atrophy F-box (MAFbx) and
muscle ring finger-1 (MuRF-1), has been consisjentbserved in numerous conditions
leading to muscle mass loss (2, 13, 22). Furthezmtre role of autophagy-lysosomal
pathway, which has long been largely ignored despbnsistent evidence that it stimulates
protein degradation in skeletal muscle (8, 26)nhav becoming increasingly important.
Indeed, recent studies have shown that expresgioertain components of the autophagy-
lysosomal pathway is upregulated in various modéstrophy (13, 15, 22, 27). Particularly,
expression of autophagy-related genes, such asG&3arapll, Bnip3 and Bnipa3l, is strongly
induced in skeletal muscle during fasting (15, 27).

Genetic and pharmacological studies have shown lib#t ubiquitine-proteasome and
autophagy-lysosomal pathways are under the comtfofkt/Foxo pathway. In cultured
myotubes undergoing atrophy, Akt activity decreaskesding to activation of Foxo
transcription factors and atrogin-1 expression, reage IGF-1 treatment or Akt

overexpression inhibits Foxo transcriptional atyivend atrogin-1 expression (23-25).
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Similarly, acute activation of Akt inhibits autogf@some formation and lysosomal-dependent
protein degradation during fasting bathvitro andin vivo (15, 27). Furthermore, it has been
clearly shown that the overexpression of a cortgiitally active form of FoxO3 induced
autophagy, whereas Akt activation blocked FoxO3+mdli autophagy (15, 27). This effect is
mediated by a FoxO-dependent transcription of d#gp genes such as Atgl2, Bnip,
Gabarapl and LC3b (15, 27). The Akt-dependent g of FoxO transcription factors thus
allows a coordinate regulation of ubiquitine-pret@ae and autophagy-lysosomal pathways
in skeletal muscle.

The aim of the study was to characterize the kinetisponse of signaling pathways
associated with muscle atrophy. We specifically estigated the kinetic response of
Akt/mTOR, ubiquitin-proteasome and autophagy-lysesaduring fasting and refeeding in

C2C12 myotubes.
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MATERIALS AND METHODS

Cell culture. C2C12 muscle cells (ATCC CRL-1772) were cultureduibecco’'s modified
Eagle's medium (DMEM) supplemented with 20% fetavibe serum and 1% penicillin-
streptomycin (P/S) at 37°C and 5% £®air in 10 mm plate dishes or 6-well plates. A8
confluence, cells were allowed to differentiate €odays in DMEM supplemented with 2%
horse serum (HS) and 1% P/S. Myotubes were themittigd to a metabolic challenge
consisting in 4 hours of complete fasting followled 4 hours of refeeding. Fasting was
realized by substituting the differentiation medibsnDulbecco’s Phosphate Buffered Saline
(DPBS) supplemented with 2% HS and 1% P/S. Fourshlader, myotubes were refed with
the differentiation medium.

Videomicroscopy.C2C12 myotubes cultured in 6-well cell culture plat 37°C and 5% CO

in air were filmed during fasting and refeeding (Zeiss|l ©bserver Z1, IFR143Myotube
area was quantified from 6 different fields (x b§)using Axion Vision 4.7.

Glucose and lactate concentrationsLactate and glucose concentrations in the culture
medium were determined at the indicated time pailotsng 24 hourgollowing fasting by
using an electrochemical analyser YSI 2300 STAT BL({ellow Springs Instruments,
Yellow Springs , Ohio, USA) (11). Calibratiomas done by using a 1.25 mM standard lactate
solution and a 5 mM standard glucose solution.

Protein extraction. At the indicated time points, cells were harvesiad the proteins were
extracted at 4°C with a buffer consisting of 50 niks-HCI (pH = 7.4), 100 mM NacCl, 2
mM EDTA, 2 mM EGTA, 50 mM [3-glycerophosphate, 50 ngddium fluoride, 1 mM
NaVQO, 120 nM okadaic acid, and 1% Triton X-100. Homages were centrifuged at
12,000 g for 20 min at 4°C. Protein concentratiasspectrophotometrically determined at

750 nm using a protein assay (BioRad).
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Enzyme assaysChymotrypsin-like and trypsin-like activities 80S proteasome, as well as
cathepsin B+L activities were fluorometrically meged as previously described (1, 4).
Luminex and western blot analysesProtein extracts were transferred into 96-well dgsh
and diluted with 25 pl buffered solution. Fluorasiceapturing beads coupled to antibodies
directed against the phosphorylated forms of glgcogynthase kinase (GSK)-3 (Ser9/21)
(Biorad, cat. no.171Vv23318), phospho-ribosomal grotS6 (Ser235/236) (Biorad, cat.
no.171VvV25374), phospho-ribosomal protein S6 kiflpS@S6K) (Thr412) (Millipore, cat. no.
46-629), phospho-Akt Ser473) (Millipore, cat. n&-877) were used. Antibodies directed
against phosphorylated and non-phosphorylated fofrp§0S6K (Millipore, cat. no. 46-630)
and Akt (Millipore, cat. no. 46-677) were also uséthe antibody-conjugated beads were
added into each well and incubated overnight. Tlaéep were washed and incubated with
biotinylated antibodies to fix each target proteBireptavidin—phycoerythrin solution was
then added. The analysis consisted of a double-fasgescence detection, which allowed
simultaneous identification of the target protdimtugh the red fluorescence emission signal
of the bead and quantification of the target protiéirough the fluorescence intensity of
phycoerythrin. A positive control, consisting ofseandard protein extract from control cell
line, was added to each series. Results were red¢aad mean fluorescence intensities. The
phosphorylation level of ribosomal S6 protein wkso aletermined by western blot. Fifty pg
of proteins were separated on SDS-PAGE and traesféo nitrocellulose membranes. Blots
were incubated overnight at 4°C with antibody agiathe phosphorylayed form of ribosomal
S6 protein (Ser235/236) (1:1,000 dilution wt/voklICSignaling Technologies, cat. n0.4856).
Horseradish peroxidase-conjugated goat anti-rglitd2000 dilution wt/vol, Dako) antibody
was used for the chemiluminescent detection ofepmst(ECL, GE Health Care). The films

were scanned and quantified using N.I.H. image.1.63
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Statistics. Data are means = SE from 6/8 independent cultushegiwells. Statistical
raphics

comparisons were performed using one way analysisadance (StatVieW'SE+°

Abacus Concept, Inc). The 0.05 level of confidewes accepted for statistical significance.

175



Résultats
Manuscrit 2

RESULTS

Fasting triggers atrophy of C2C12 myotubédle first aimed to characterize the
morphological response of C2C12 myotubes in resgpons fasting/refeeding by
videomicroscopyA quantitative analysis indicated that fasting ioeld a progressive atrophy
of myotubes that reached statistical significaniter &2 hours (Figure 1). By the end of the
fasting period, myotube area was reduced by 15% (F001). Importantly, the size of the
myotubes was entirely restored to control valudieviong 1 hour of refeeding and was even
further increased by 10-15% 3 and 4 hours followasjing (P < 0.05).

Fasting profoundly alters glucose consumption aaaddte production during refeeding.
To get insights into the metabolic response of i myotubes to refeeding, glucose
consumption and lactate production were determi@dacose consumption of fasted C2C12
myotubes was significantly higher when compareth&control values during the first hour
following fasting, and then progressively returnid control level (Figure 2A). Lactate
production, which was strongly reduced by fastitngn progressively increased to stabilize
around control values by 4 hours of refeeding (F@¢2B).

Fasting markedly inhibits the Akt/mTOR pathwaize maintenance of skeletal muscle
massmainly results from the balance between proteirthegis and protein degradation (5).
We first determined whether fasting inhibits thet/AKTOR pathway that controls protein
synthesis. Fasting-induced C2C12 myotube atrophg wassociated with a significant
decrease in the phosphorylation of Akt on SerdBD%), GSK-3 on S29/S21 (-45%),
p70S6K on Thr412 (-70%) and S6 on Ser235/S236 (}80file at the same time Akt and
p70S6k total protein level remained unchanged (gl A-E). With the exception of S6
whose phosphorylation was decreased after 60 nsnubkt, GSK-3 and p70S6k
phosphorylation was significantly decreased as 080 minutes of fasting. Overall, these

data clearly indicate that the Akt/mTOR pathwayaipidly and strongly inhibited by fasting
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in C2C12 myotubes. Phosphorylation of Akt, GSK-30$6k and S6 was rapidly induced
within 15 minutes after the cessation of fastingg@Fe 3). The response was even more
pronounced for Akt and p70S6k, whose the phospatioyl level was increased by about 5-
fold. However, this increase was transitory aspghesphorylation level of Akt and p70S6k
almost returned to control level after 4 hourseféeding.

Fasting does not alter the ubiquitine-proteasomehway, but strongly activates

lysosomal cathepsin B+L enzyme activiti€eae main proteolytic pathways involved in the

regulation of skeletal muscle mass are the ubimgHgiroteasome and autophagy pathways.

The chymotrypsin-like and trypsin-like activitie§ B80S proteasome remained unchanged
over the entire experimental period (Figure 4),gasging that the ubiquitine-proteasome
pathway remained insensitive to the fasting of C2@iyotubes. By contrast, the lysosomal
enzyme activity of cathepsine B+L increased sigaifitly during fasting in a time-dependant
manner to reach a level that was about 3-fold higltehe end of the fasting period (P <
0.001) (Figure 5). Importantly cathepsin B+L enzyawtivity remained elevated and only
slightly decreased during the refeeding period. sEhéata suggest that fasting strongly

activates the autophagy pathway in fasted C2C12ubgs.
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DISCUSSION

Among potential signaling pathways that can regul@sting-induced skeletal muscle
atrophy, the Akt/mTOR pathway appears to be a goaddidate by its capacity to
coordinately and inversely regulate protein syrithaed proteolysis. In the present study, the
effect of fasting on the down-regulation of Akt/mROpathway and up-regulation of
cathepsin B+L enzyme activity is consistent thipdithesis. Although protein synthesis has
not been measured, the marked decrease in thelpirgidion level of Akt, GSK3, p70S6K
and S6 suggests that a reduction in protein syisthesl occurred in fasted myotubes. In
agreement with previous studies, we also showetlth®autophagy-lysosome pathway is
strongly activated during fasting. Importantly botime course responses (the down-
regulation of Akt/mTOR pathway and the activatioh autophagy-lysosome pathway)
preceded the atrophy of myotubes, suggesting tiegt mainly contribute to induction of
myotube atrophy.

These data raise a number of questions. One nsygfiestion which mechanisms trigger
the down-regulation of Akt/mTOR pathway? It shobk noted that the serum concentration
was maintained to 2% during fasting, therefore @diclg the possibility that a decrease in
IGF-1 concentration would be responsible for thevalmegulation of Akt. By contrast,
C2C12 myotubes were completely deprived of amindsaand particularly of leucine, whose
stimulatory action on Akt/mTOR pathway has beergdéy documented (see (6, 12) for
example). Furthermore, leucine limitation has bedso shown to stimulate lysosomal
proteolysis (16). Leucine deprivation may therefooth contribute to the down-regulation of
Akt/mTOR pathway and the stimulation of lysosomadtpolysis. The restriction in glucose,
which is know to increase the amount of NADside the cell (7), may also trigger the
activation of sirtuinl (SIRT1) and contribute t@ ttegulation of Akt/mTOR pathway. Indeed,

it was recently shown SIRT1 negatively regulatedd®RTphosphorylation in Hela cells (9). In
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support of this observation, we conversely obsemyed the phosphorylation level of Akt
S473 and S6 S235/236 was increased the skeletalenoisSIRT1 deficient mice (Defour,
unpublished observations).

Second, what is the functional relationship betw#en down-regulation of Akt/mTOR
pathway and the regulation of autophagy? In skiefetescle, acute activation of Akt has been
shown to inhibit autophagosome formation and lystsedependent protein degradation
during fasting bothin vivo and in vitro (15, 27). Furthermore, overexpression of a
constitutionally active form of FoxO3 induced autagy by mediating the expression of
autophagy genes such as Atgl2, Bnip, Gabarapl &8bLwhereas Akt activation blocked
FoxO3-induced autophagy (15, 27). Although the phosylation status of FoxO3a has not
been measured in the present study, the simultanawad opposite regulation of Akt/mTOR
pathway and cathepsinB+L activity support the abowechanism. The expression of
autophagy genes is currently under investigation.

SIRT1 could also contribute to the regulation ofophagy in our experimental model.
SIRT1 is a protein deacetylase that catalyzes thD Ndependent deacetylation of specific
amino-acetylated lysine residues from its proteibssrates. Hepatic SIRT1 expression has
been shown to be activated by fasting and calestrictionin vivo (3, 18, 20) and decreased
by glucose additiom vitro (21). Importantly, SIRT1 expression would be atmulated in
skeletal muscle during fasting (10). Furthermorapdkdown of FoxO3a in PC12 cells
inhibits the fasting-induced increase in Sirtl egsion (19), suggesting that the regulation of
SIRT1 expression may be linked to the regulationAkt/FoxO pathway. Finally, recent
evidences also suggest that SIRT1 is an importgulator of autophagy. Indeed, SIRT1 is
able to form molecular complex with several ess¢ntiomponents of the autophagy
machinery, such as autophagy genes (Atg)5, Atg7 Atg8, and SIRTT mice partially

resembles Atg5-/- mice, including the accumulatbdamaged organelles (14). Furthermore,
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SIRT1 overexpression promotes the autophagic filxuiman cancer cells, and this effect can
be prevented by the pharmacological SIRT1 inhibEx527 (17). Altogether, these data
provide a functional link between Akt/FoxO pathwaytophagy, SIRT1 and the overall
cellular response to altered nutrient availabilitywill be therefore important to define the
role of SIRT1 in the regulation of autophagy durfagting in skeletal muscle. Thie vitro
model of muscle atrophy used in the present stodydcbe useful to identify the downstream
events triggered by SIRT1 that are important foe tegulation of autophagy and the
development of muscle atrophy during fasting.

The observation that the ubiquitine-proteasomevpagiremained insensitive to the fasting
protocol despites that Akt/mTOR pathway is strongilgibited may be surprising since a
decrease in Akt activity has been shown to activa&o transcription factors and the
subsequent expression of atrogenes (23-25). Ouar rdéher suggest that the regulation of
ubiquitine-proteasome pathway is more complex ahdt tother signaling influences
contribute to the regulation of ubiquitine-prote@asopathway.

In summary, our data provide a descriptive analgsithe regulation of Akt/mTOR
pathway, ubiquitine-proteasome pathway and autopggpsomal pathway during fasting
and refeeding of C2C12 myotubes. This preliminaongg will be extended to the analysis of
other markers of ubiquitine-proteasome pathway r@sgion of MuRF-1 and atrogin-1) and
autophagy lysosomal pathway (expression of BnighyaBapll, LC-3B and Vps34) and to the

analysis of SIRT1 function in this experimental rabd
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. C2C12 myotube area during fasting aneéedihg. C2C12 myotube area was
determined by using AxioVision 4.7. Data are mea®E from 10 myotubes. **P < 0.001:

significantly different from 0 min; P < 0.05: significantly different from 240 min.
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Figure 2. Glucose consumption and lactate prodneifoaC2C12 myotubes following fasting.
A) Glucose consumptiorB) Lactate production. Data are means = SE from &peddent

experiments. Dotted lines indicate glucose consiompand lactate production of control
myotubes. *P < 0.05, ** P < 0.01, and ***P < 0.001: significantly different from control

myotubes.
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Figure 3. Regulation of Akt/mTOR pathway during tiag and refeeding in C2C12

myotubes. Protein levels were determined by usungibex technology and western blaj.

Phospho-Akt S473¢) and total Akt ©) proteins.B) Phospho-GSK3 S21/S9 protein lev€).

Phospho-p70S6K T412¢) and total p70S6K Q) proteins levels.D) A representative

immunoblot of S6 S235/S236 phosphorylation lei@lPhospho-S6 S235/S236 protein level.

Data are means = SE from 4-7 independent expersm&mit < 0.05, ** < 0.01 and ***P <

0.001: significantly different from 0 min; 11 < 0.001: significantly different from 240 min.
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Figure 4. Chymotrypsin-likeq) and trypsin-like ¢) enzyme activities of 26S proteasome

during fasting and refeeding in C2C12 myotubesalzat means + SE from 8 independent

experiments.
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Figure 5. Cathepsin B+L enzyme activity during ifagtand refeeding in C2C12 myotubes.
Data are means + SE from 8 independent experimems: 0.05, **P < 0.01, and **P <

0.001: significantly different from 0 min.
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Discussion

Lors de notre premiére étude, nous avons montré que

Sirtl régulait I'expression génique de SREBP-1éagen dépendante de LXR, et que
ce meécanisme pourrait permettre de réguler I'egwasde I'hexokinase Il (Figure
24),

'EX527, un inhibiteur de Sirtl, permettrait de wvé@ d’environ 20 % la

consommation de glucose de myotubes C2C12.

Sirtl

Transcriptionnel
(LXR-dépendait

SREBP-1c

Transcriptionnel

Hexokinase

v
Consommation de glucose

Figure 26. Schéma récapitulatif du mécanisme dactpotentiel de Sirtl sur la régulation du
métabolisme du glucose (LXR.ivér X receptor ; Sirtl ;_sivine 1; SREBP-1c :terol regulatory
element linding protein 1c).

Notre seconde étudan vitro sur des myotubes C2C12 a mis en évidence les

évenements suivants :

une inhibition marquée de la voie Akt/mTOR lorsjeine qui précéde I'amyotrophie
des myotubes,

une stimulation de la consommation de glucose dierda renutrition des myotubes
dénutrits,

une augmentation de l'activité enzymatique cathmepsB + L lors du jelne,

augmentation se poursuivant lors de la renutrition.

Cette discussion n’a pas pour objet de reprendrétliEments déja discutés dans les

manuscrits, mais tentera plutét d’apporter de nauxearguments de réflexion a travers la

présentation de données préliminaires récemmentisesjet le développement de plusieurs
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perspectives. Nous présenterons d’abord dans em@gne partie les intéréts et les limites des
modeles expérimentaux, puis dans une seconde panfidication de Sirtl dans la régulation
de I'expression de LXR et de SREBP-1c, puis damstroisieme partie I'implication de Sirtl
dans la réegulation du métabolisme du glucose, &h etans une derniére partie le réle

éventuel de Sirtl dans la régulation de la masseuhaire.

. INTERETS ET LIMITES DES MODELES
EXPERIMENTAUX

1. Intéréts des modeles expérimentaux

De nombreux travaux ont étudié les effets de Sdrlla régulation du métabolisme
énergétique dans le muscle strié squelettique 88, 135). Contrairement aux études de la
littérature qui utilisent largement des droguesrpstimuler I'activité de Sirtl, nous avons
travaillé avec un modéle génétique de souris dsftes pour I'exon 4 de Sirtl (SIEL*e4
ce qui nous permet de cibler directement et sppmfnent Sirtl. En effet, I'utilisation des
activateurs de Sirtl est largement controversée tmdittérature (paragraphe V.2.b de la
seconde partie de la revue bibliographique). Des,pldans notre modéle de souris
Sirt1*®44e4 aucun challenge métabolique n'a été utilisé. Hietela stimulation du
métabolisme oxydatif par le resveratrol ou le SRZOLA'a été observé que chez des souris
soumises a un régime gras (80, 134). Nos donnééso témoignent donc des effets a long
terme d’'une invalidation de Sirtl indépendammentald régime. Nous avons par contre
utilisé un inhibiteur de Sirtl, I'EX527, mais ddfdction spécifique a été clairement validée

(92, 194).

2. Limites des modeles expérimentaux

La premiére limite de notre modéle de souris &iff£®* est I'effet éventuel
compensatoire de l'invalidation de Sirtl par une pbusieurs autres sirtuines. Le taux de
survie des souris KO Sirtl a la naissance étasffaible (128, 202), on peut envisager que les

souris qui ont survécu, ont compensé linvalidatienSirtl par la surexpression d’'une autre
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sirtuine. Nous avons donc mesuré les niveaux enARN Sirt6 et de Sirt2 (Figure 25). A
I'exception de 'augmentation de Sirt6 dans le nieigastrocnemiusles souris Sirtf**4e4
aucune autre modification n'a été observée. Sit effenpensatoire il y a, celui-ci ne serait

probablement pas di a la surexpression de Sir&rtfu

0O +/Aex4
Tibialis anterior B Aexd/Aexd Gastrocnemit .
7 1,2 T £@ 1,2 T
R = . z 9 T
Zg L s
- E 0,81 - § 0,8
O g [ -
24 28
2T 04 g E 041
z3 zZ3
0 0
Sirt2 Sirt6 Sirt2 Sirté

Figure 25. Niveau d’expression en ARNm de SirtSiet6 dans ldibialis anterior et legastrocnemius
chez les souris SitT**®** et les souris controles Sif** (* p < 0,05 : significativement différent de
Sirt1”****: ARNm : aide iibonucléique nessager ; ex4 : ex 4 ; Sirt : sintiine).

Une autre limite & notre étude est I'utilisation steuris hétérozygotes (SiHr*%
comme souris contréles. Ainsi, il est possible ges modifications géniques soient aussi
présentes chez les souris S comme cela a été décrit pour la lypolyse (75pebeant,
ces modifications, si elles existent, ne pourratggrdg minimiser les effets observés dans notre
étude.

Enfin, une limitation majeure a notre travail estrlombre restreint d’animaux avec
lesquels nous avons travaillé. Comme il nous argtleureusement impossible d’élever ces
animaux a l'animalerie de Saint Etienne, nous avonguement pu recevoir les tissus
musculaires prélevés sur quatre animaux.

En ce qui concerne le modeéte vitro de challenge métabolique, la principale limite
est la privation totale en nutriments des myotuB2€12, ce qui ne nous permet pas de
différencier les effets respectifs de certainesérulkes. Par exemple, nous ne pouvons pas
différencier les effets de la restriction en glugogui augmentent le ratio NAINADH et
donc qui active potentiellement Sirtl (121), dexcda la restriction en leucine, qui inhibent
la voie Akt/mTOR (203).
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ll. SIRT1, SREBP-1c et LXR

L'invalidation de I'exon 4 chez les souris Sittf** a permis de mettre en évidence
que Sirtl régulait I'expression génique de SREBPRd&cfacon dépendante de LXR, ce
mécanisme pouvant réguler I'expression de I'hexadén Il. Cependant, le mécanisme
d’action de Sirtl sur LXR reste a déterminer. été montré, chez des cellules HEK293T, que
Sirtl déacetylait la lysine K432 de LXir-du complexe LXR/RXR, ce qui permettrait
d’activer la dégradation de LXR mais aussi son weebbement et donc [lactivité
transcriptionnelle des promoteurs des genes c{ile®) (Figure 19). Il serait donc intéressant
de mesurer le niveau d’'acétylation de LXRet . En collaboration avec I'équipe d’Etienne
Lefai (UMR 870, Lyon), nous avons pu réaliser uofipd’acétylation par western blot des
muscles prélevés chez les souris Sitt et Sirt?*4** (Figure 26).

Aexd/hex4d

+/Aex4

Aexd/hexd
+/Aex4

<——50 kDa

'I-"

Figure 26. Niveau d’acétylation global du musgkstrocnemiushez des souris SitT“®* et les
souris contrdles Sirt*®“ (ex4 : exn 4 ; kDa : Hodaltons : Sirtl : sintine 1).

Outre I'hyperacétylation globale des souris St il apparait systématiquement
une bande hyperacétylée a environ 50 kDa, qui pastprésente chez les souris controles
Sirt1"*4 pe facon intriguante, ce poids moléculaire eduicde LXR. Afin de valider
I'origine de cette bande, nous envisageons donedkser une immunopreécipitation LXR
suivie d’'une révélation western blot avec un ampisdysine anti-acétylée. Ceci permettra de
valider le mécanisme d’action de Sirtl décrit densianuscrit 1.
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lll. SIRT1 ET METABOLISME DU GLUCOSE

Nos données permettent de mettre en lumiere I'vapbn potentielle de Sirtl dans la
régulation de I'hexokinase Il (Figure 24). Cependanest aussi possible d’envisager une
action de Sirtl sur la régulation de I'expressitauties protéines associées au métabolisme
du glucose. GLUT4 (gltose tansporter type Mpourrait étre une cible. En effet, nos analyses
du niveau d’expression de GLUT4 laissent penset gaurrait étre soumis a une régulation
par Sirtl (Figure 27). Toutefois, notre effectif sleuris est beaucoup trop réduit pour que

nous puissions valider cette hypothése.
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Figure 27. Niveau d’expression protéique de GLUBhgle musclegastrocnemiushez les souris
Sirt12®44e4 ot les souris contrdles Siff** (ex4 : exn 4 ; GLUT4 : glgose tansporter type 4 ; Sirtl :
sirtuine 1).

Au-dela de l'expression de GLUT4, ceci pose la tjoesde Il'action ciblée ou
généralisée de Sirtl sur I'expression des genexigssau métabolisme du glucose. Puisque
Sirtl stimule la sécrétion de I'insuline par le paas (142, 143), il aurait été intéressant de
mesurer la glycémie et la réponse de nos animaum #est de tolérance au glucose. Afin
d’apporter des éléments de réponse, nous avongémownitro que 'EX527, un inhibiteur de
Sirtl, réduisait d’environ 20 % la consommationgtlecose de myotubes C2C12, illustrant le
réle fonctionnel majeur de Sirtl dans la régulatibnmétabolisme du glucose en situation
normale, indépendemment de tout challenge métalmlijlais cette expérience ne répond
pas encore a la question énoncée ci-dessus. Pwrmdger si Sirtl exerce un effet sur la
capture du glucose, il faudrait mesurer I'entrée 2ddéoxy-glucose dans la cellule. Par
ailleurs, une analyse plus compléte du niveau désgion des différentes enzymes de la

glycolyse permettrait de savoir si I'effet de Siedt ciblé ou au contraire général.
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De facgon indirecte, notre seconde étude montrelgudaveau en ARNm Sirtl est
fortement stimulé lors de la renutrition chez legotubes dénutrits (Figure 28), et ceci de
facon concommitante a la stimulation de I'expressie I'hexokinase (Figure 29) et de la
consommation de glucose. Bien qu’indirecte, cesndea supportent I'importance de Sirtl

dans la régulation du métabolisme du glucose peellale musculaire.
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Figure 28. Niveau d’expression en ARNm de Sirtcaurs d’'un jeline suivi d’'une renutrition chez des
myotubes C2C12 (* p < 0,05: significativement ¢iint de 0 min; ARNmM:_cide
ribonucléique_nessager ; Sirtl : sirine 1).

15C - Tt

13C 1

11C

Activité hexokinase
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Temps (minutes)
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Figure 2. Niveau enzymatique de I'hexokinase aursaun jeline suivi d’'une renutrition chez des
myotubes C2C12 (* p < 0,05, ** p < 0,01 : signifisement différent de 0 min et 1 p < 0,01, Tt p <
0,001 : significativement différent de 240 min ; muillig ramme ; min ;_ miate ; nmol ;_anomot).
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V. SIRT1 ET MASSE MUSCULAIRE

Il a été démontré que Sirtl était impliquée danggulation de la myogenese chez des
cellules musculaires C2C12 avec notamment uneradéaégulation négative sur les facteurs
transcriptionnels muscle-spécifiques MyoD, myogérehnMEF2C (120). Or ces facteurs sont
connus pour intervenir dans la régulation de I'esgion des protéines muscle-spécifiques,
cela pose donc la question de I'implication delSiiéns la régulation de ces protéines dans le
muscle strié adulte et de I'impact que cela poueabir sur la masse musculaire. Nous avons
observé dans notre premiére étude une diminutionpaids des muscles des animaux
Sirt12ex4he4- toutefois cette différence n’était plus obserlg¥sque I'on ramenait le poids de
muscle au poids de corps (voir tableau 1 manufcr@Zeci serait donc plutét da a un effet
freinateur de Sirtl sur la croissance (voir (3)ane revue de la littérature).

Récemment, il a été montré que le niveau de plwglattion de mTOR _(mmmalian
target_d rapamycin), S6K (ribosomal protein &éase), S6 (ribosomal protein Sét 4E-
BP1 (eukaryotic initiation factor 4Binding protein 1) était régulé positivement dans des
MEFs issus de souris déficientes pour Sirtl (264gj laissant supposer que la synthése des
protéines serait activée dans ces conditions. Ewrdcavec ces données, nous avons
également pu observer une tendance a l'augmentd8@ola phosphorylation des protéines
AktPSe* 3 et S6B°2%/2%ans le muscléibialis anterior des souris Sirtf*2®** (Figure 30).
L’ensemble de ces résultats suggére que Sirtl qbuntervenir dans la régulation de la

synthese des protéines. Toutefois, ceci reste awlden.

16
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Figure 30. Niveau d’expression des protéines AktP et S6P°?**?**dans le musclébialis anterior
chez les souris SitT*A®** et les souris contrdles Sitt¥** (ex4 : exon 4 ; S6P : ribosomal protein S6 :
Sirtl : sirtiine 1).
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Par ailleurs, des données récentes impliquera&rti dans la stimulation de
'autophagie (100, 205) (voir discussion manustilit Compte-tenu de l'importance de
I'autophagie dans la régulation de la masse museutars du jeine (206, 207), 'implication
fonctionnelle de Sirtl dans ce mécanisme est asager dans la seconde étude. Nos données
(Figure 28) montrent que le niveau en ARNm de Sitekt pas modifié durant le jene, alors
qgue I'on peut observer une forte stimulation deniseau aprés 1 heure de renutrition. Fulco
et al ont montré que la restriction en glucose augnielgaatio NAD/NADH, stimulant
ainsi l'activité de Sirtl (121). Il est donc toutf@t possible dans notre étude, que malgrée
'absence d’augmentation du niveau en ARNm de Soté du jelne, I'activité de Sirtl
puisse étre stimulée afin de réguler I'autophafe. facon intéressante, I'augmentation
transitoire du niveau en ARNm de Sirtl au courslaleenutrition se produit dans une
situation ou le ratio NAYNADH est diminué (121), réduisant ainsi I'activité Sirt1. Il
serait donc intéressant de déterminer :

- le niveau d’acétylation d’'un substrat connu deglStomme p53 pour déterminer a
guel moment (jetne ou renutrition) I'activité detSiest modifiée,

- le niveau d’expression d’'un certain nombre dequaunrs de l'autophagie tels que
Binp3, Gabarapll, LC3b et Vps34,

- si I'inhibiteur EX527 permet de modifier la régtibn de I'expression des génes de

I'autophagie au cours du challenge métabolique.
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Conclusion et perspectives

Les données de la premiére étude montrent claifemee implication fonctionnelle
de Sirtl dans la régulation du métabolisme du gleaans le muscle strié squelettique. Au-
dela des expérimentations qui permettront de reafonos résultats, il serait intéressant
d’étudier le role de Sirtl dans la régulation dutabélisme du glucose en situations
pathologiques. Ainsi, il a été montré que I'expr@ssde Sirtl était réduite chez des sujets
insulino-résistants (208). L’effet observé de I'E2Gmeérite donc d’étre validé vivodans un
modele de souris soumises a un régime gras.

Nous avons vu que les données de la seconde étudevent plus de questions
gu’elles n'apportent de réponses. Il est donc dangremier temps important de mettre en
place les expérimentations qui permettront d’appories éléments de réponse (voir
discussion). Dans un second temps, si I'hypothes8idl dans la régulation de I'autophagie
s’avere exacte, il serait intéressant d’élargire@tude a d’'autres conditions physiologiques

ou pathologiques dans lesquelles I'autophagietiestigee comme I'hypoxie.
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Favier FB, Costes F, Defour A, Bonnefoy K. Lefal E, Bangé 5,
Peinneguin A, Benoit ., Freysenet . Downrcgulolicn of Akt
marmmalian terget of rapamycin pathwoy in skeboal muescle is associaied
with incroased REREY] expression in response g chronio hypoxia. Are J
Fiesied Repud fedepr Comp Physiel 256: RIES9-_RI666. 210 Rt
pu‘blu.l'u:\d?dm:h'l'." 2010 doiz 16,1 15 2ujprego A0550 2009 —Abkhough
it is well peiohfished that chrmonic hypoxia leads (o oan incuomble loss af
skclcisl mamcle mass in hoabhy sohjeals, the undoriyving maoloculor
mochmisms iovolved in this process o comently onkoown, Slkeletal
muscle atrophy is al= an imperant sysomic consoqueneo of chronic
nhstnactive pulmomary discase (O], but the role of hypowemia in this
regeladion is sill dobaisd. Chr geeeml gim was o dotermine the molec-
ular mechanisms involved in the regulstion of skelelal moscle mass after
oxpasre W chrosic bypexiz and © ol the biclogical relcyance of our
findings inia the climical coniext of COPDL Expaossion of positive and
nogative regelaiors of skelctal muscle mass wore caplorod T in the sofioss
muzscle of @by cxposed o severs bypoxi (5,300 m] for 3 wk amd ) in
vasus leicmlis muscle of noshyposcmic and hypexomic COMD palicnt.
In rodlenix, we ohsereed o marked inhibition of the remmalisn erped of
mpumycin {mTOR) pethrway fogelber with o strong inocosc in negalsed
in development and 1INA damopr response 1 {EEIND] ) cxprossion and
in ils ussociation with 14-1-3, & mechanism inown 10 downncgulaic the
mTOR pathwsy. Importandly, REIND owsrenpression in vive was s
ficicnt o cure slcletal musche Gbo abophy in pormoxia. Fnally, the
comparative analysis of skckew] moscle in hyponcmic ve, noshypoacmic
OOy paticnis confirms thet hyporin coses an ishibition of e mTOR
sigrnafing paitbeay. We thas identify REDDT as a negative nogulstor of
skcloinl muscle mass during chronic hypoxin. Transluwon of this fomda-
meniul krowlodgr into the clinicel investigation of OUOPD shows the
imlerest 3o develop therupeutic struicgics aimcd ot ishibiting REEHDE.

14-3.3; proicusome; muscle atrophy; AMPE

SEELITTAL MUSCLI ATROPHY Cax have a profoemd effect oo overall
healih and viability. The conseguences of a reduction in shel-
el muscle mass are muoliple and inclode n decresse in
strength &nd power oubpoi. an mcreased fatigability, and an
increase in insulin resisinnee. [deptifying the mechanisms lead-
ing to mzscle mass boss is therefore o fundamental geestion to
develop therapeutic sirategies. The maintenance of skeletal
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musche mass results froim the balance betwesn prodeia symibhe-
zis and degradation, a disruption in this equifibrinm promoting
either muscle hvperirophy or muscle airophy. Protzin synthesis
and degradation are coordinately regulsied by Akt sipnaling
pathways (reviewsd in Refs. 14 and 341 When octivated by
phosphorylation, Akt can phosphorylate end inhibit fockhead
tramscription factors, thus repressing the exprossion of sro-
penes (35, 39) and the subsequent depradaticn of tergeled
prodeins by the ubiguitinfproteasome system (UPS). Furiher-
more, activation of the AkUmammalian target of mpamycin
{mTOR ) pathway triggers skeletal muscle hyperrophy (6. 19).
The Akt-medisted activation of mTOR i= indirect and mvolves
the phosphorviation and inhebition of neherous sclerosis com-
plex 2 (TEC2) by AR (17h. mTOR then stimulales protein
trapsigtion notebiy through 4E-BP] inhibition and ribosomal
prodein 56 kinase (S6K) nctivation (16, 21, The Alu'mTOR
pathway 15 subjected to maliple repulatory infieences. Partic-
ndarly, regelated in development and DiNA domage response |
(FETHD § has been recently shown to inhibit mTOR sipnaling
by meleasing TSCI from its inhibitory [4-3-3 paripers (9} in
response to cellslar stress soch as DMA damape (13), eneregy
depletion (38), dexemethasope treatment (42), alcohol intoxi-
cathon {22), or low O: concentmtion {7).

In healthy sabjects exposed 1o bigh pititode. chronic hypoxia
leads to an inexorable loss of skeletal muscle mass, which has
been mainly attribuied io hypophagla. Howewver, chronic hyp-
oxia alse downregelales skeletal muscle mass regordless of the
nutritional siatus (41 Imponantly, hypoxia has been shown o
lrizger hypopbosphorylntion of mTOR and s downstream
effectors 4E-BP'] and 56K in HEK-293 celis (2} indicating
that the Akt'mTOR pathway is sensifive 1o oxyveen deprivation
Furhermerz, BEEDD is stronely wpregnlated in response in
hypoxia (7. 3T), and REDDE is essential for mTOR sipnaling
inhibitien by low Oh cooceniration i mouse embryonic fibro-
hlasts (71 Aliopether, these observations sugeasi that REDDI
could contribate to skeletal muscle srophy danng prdonped
hypoxia vin the inhibiticn of mTOR and the subsequent redoc-
tion of prodein transkation, In addition. inhibition of mTOR by
REDIN may alse activoke the UPS through the mTOR com-
plex - Akt-Foxe pathway (151,

Chronic hypoxia 5 0 common festore of chronic obstructive
pulmonzry disease (COPEY), and loss of skeleial musche moss
has been identified 2= n mojor determinant of disabifity in
COPD and on independent predictor of mortndity (36 Muliple
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Taciors have been evoked to explain the atrophy of skelenl
muscle in OOPD patieats, including chronic  infamenaticn.
oxidative stress. sedentarity. sltered hormonn] stzws, and hyp-
onin {41, 433, Although hypoxemia is generally less severe in
COPD patienls than the one ohserved in subjects exposed o
hizh ltiade, the regulstion of Akt/mTOR pathway by REDDI
could be one ooy contriboting to skeleml muscle sirophy in
COPD patiends.

In the present study, we demonsimied that the AkUmTOR
pathway i downregulated @ omi skeletnl nmscle in response io
chromic hypoxia and in skeletal muscle of hypoxemic OOPD
peticnts. Forthermore, while REDD] has noi been shown o be
requied for muescle sirophy, our dais show that REDD] per se =
sufficient to rigeer skeletal muscle atrophy in the rodent model.
Chur shdy prowvides molecular insiphis info the mechanizms in-
volved in the regulation of skelsal muscle mass in response io
chromic hypexia and their potential relevance im COPE.

METHODS

Animals ead iteme coltection. The protooo] was approwved by the
Comile d"Ethigue de s Plake-Forme & Exporimontation Amimale do la
Farullé de Médecine {Université Jean Monned, Saint Bliennel Arni.
mals were kopt in the Plate-Forme f FExpérimomtation Animale (Uni-
versitd Jean Monnol) in socordomee with the Helsinki Accords for
Huoman Treatment of apimals during experimentation.

Fouricen-woek-uld male ' Wistar mits {Charles River Labhomiorics,
L7 Arbscsles, France; a = M} wene andomly assigeed mio- Lhrog
grocps. Hypoxio animals (H groop, @ = 10) were homed o2
hypabaric chamber 1o o simulabed altitnde of 6,300 m (452 k%, 340
mmHg] for 16 days aliwr 5 days of progressive acclimatizston. H rals
won lod ad likilum. Two other groups of rats (k= Wgroup) were
maintzined i normoxiac conmal amimals (O groap) wee fod ad
lihitum, whercas pair-fod ammaks (FF group] wene restricled o have
the same food intake as the H group. AL the end of the cxporimonial
period, solees (30L) and extcrsor digitorum longus (EDL) musclcs
wer mmoved wnder pencrul ancehesia (injection of 90 mgfg
kcinmino and 1] mefkg xylorine ip). Animals wone then cothaminod by
poniobarbiled sodiam overdose.

Hivwckemicel amaiyris. SO0 and EIN. muscles wern cut irups-
wversely ot the widest paint Senal ransverse scebons (12 pm) were
cul in @ cryastml at — 207, The tssuc shices were Lhen processed. by
the mynsin adenosing iriphosphainss melhaod after moid preincobation
=1 pH 4.33 |3). Fber cross-sectional anzas (FOSA) of — 180 501 and
300 EDL fibers per manscle were measired by mmimg 2 light micrseopo
coonodod 10 & compuirniznd imapc oalyss sysiem (UTHSCSA [mage
Tool 3.00).

mftNA amaiysin. mINA isclation, rovorse anscriptase eacton, and
roal-time quentittive PCR wore conducted os previously described (11
Data were nommualired 1o cychophilin A, kypoannthine gnanine phospho-
ribosyl tunsiomec, acidic ribosomal phosphoprotcin PO, and B-actin
mEMA lcvels Primer suquoioes are prescnicd in Tabic 1

Enzyme octivifier. Protcims woro cxlmcied in 2 balfa consisting of
75 mM NaHM, 15 mM KH:Os, and 2 mM EDTA. Proicin
cancentmation was spectrophotometrically measiercd a1 750 nm umicg
& prutcin assay {Hio-Hod Labomtories, Heroubes, CA) Chymotrypsin.
like (EC 3.4.21.1), trypsindibe (B0 5.4.21 4} and caspase-fike (BEC
341307 potivitics of 208 proicosome and cathepsio B+1 {EC
34221 end BC 3,422 15) activitics wene fleoromeirically measened
{kcac = 380 nm opd kexe = 46 nm) oo o 3FMIS fAuorimcter
{Kootron Instruments, Fohing, Germany) (3, 15

Westerm Blot anclyriv. Exporimonts weno conducicd a5 proviomly
doscribe (1 ). By, tissoe was homogemiaed in bysis boffer (in mb-:
50 Tris-HCL. 100 Na(71, 2 EDTA, 2 BOTA, 50 B-glycersphosphaie, 50
MaF, 1 sodism orthavansdste, 3 benmamidine, 1 PMSE, and 120 nM

SKELETAL MUSCLE ATROPHY DURENG CHRONIT HYPOXLA

Tahle |. Primer seguences wred for FCR analysis

Lo Prims Sacteocn
ACTH F. 5 -TCACCTOATCACTATORC AN TC-T
(CenBank WA 0311440 R 5-TTTCATCGATGCCASAGGATTE-T'
AHEP I 3 CCTRCACACTOCOTTOCTARAC- Y
(GenBask NM_DI3HZ) R: 5'-CAACACTCOLGTACOCAATITE-T
- F 5 -CCTTOTCOCATGTTAOCCAAGEA-T

(CenBank WM 1335210 B 5-CAAACTCAGACCRAGCACCTOT-
F:5'-TaTcras CCAACATTCACTC- X
R ¥ CTTCTIGCTRGTCTITROCATTOC-T

L
F&Luﬂuh NM_DETTIO0N

HPRT I 5 -CTOATGGATTRATTATCRACAGRAD-T
(CaznBlask WM _012583) K 5 -CCACCTCACCAMGCARTTTATACCE Y
Ml F. 5 - CCCAACCACCRACTTUACACTATC-Y

K 5 -CoTTCACCTECTOCOTCTITIC-3
F: 5 TOCCTCRACACTACCAATAC Y
R 5 -CTTCCCACACACCTGOTCATS-3 .

(CenPack WA DS0G0T)
REDI
(GenBask Nk D804

ACTH, B-actin; AFRY, sadic dbosnmal phosphoproizin P CycA, cyclo-
philin A: HPRT, hyponanthine guasine phospbocibony! tranaferass; Mo,
mescle-specific RING f in 1; REDD], regulaeed in developmest and
S—-apon rltaﬁlme rag alop

okadsic ooid, 10 peiml aprotinin, 10 peiml kupeptin, asd 1% Triton
X.100), and cenirifuped m 2,00 g for 20 min (£°Ck Prodois
conccniration of the supormatant wos spocirophotometsically mea-
surcd & 750 nm wsing Bio-Rod proicin pssay_ Bgoal amounts of
profoin wore scparnbed on SDE-PAGE und ramforred 10 mitrooellu-
o=z membrancs. Gl oading was sysicratically chochbod by Coomas-
sic and Ponocon sinining (daiy not shown). With the exocoption of
calpoin-2 (1:1.600, ca po. 39168; Abcam. Cambridge, WA 2nd -3
{E:EOdL cat. no. CALP.21AT; Nowvocostre, Mowoasthe gpon Tyne, UK
glycopen synihase kinose (GSKSA (1:1,000, cal oo, PA1-Z61GE;
Afinity NioBeapenis, Rockiond, 1L}, BEDD] (1750 cai. oo, 1063H-
1-AP Proicin Toch Group. Chicaga, 1L, 56K (1:2.000. cat. nos
AJ0D, 510A; Bethyl Lab, Mrotgomery, TXL, TSCE (12200, cal oo
5c-893; Sams Crox Biclcchmology, Santn Cree, CA), ubiguitin {1:400,
cat. no. FWESR1D Hicenol Intemational, Plymouth Meeting, A} und
14-3.5 B (1:3H), cal oo. sc-1657: Sants Crur Hictechmalogy L pri-
mary antibodics against Al (col no. 92721 Akt T {cab no. TRE5),
Akt 5473 (oot oo 9271) AMIMoctivaied prolcin kinnce (AMI'K)
TI72 {cak mo. 2531} (ISK3R 59 (cal. nd. 9335}, 4E-BP1 (cai. po
24572, 4E-BP1 T3745 (oul oo, %459, mTOR {cul. mo. 2972), mTOR
52448 jcad no. 2971), 56 ribosomal protcin (S6) (cal. ma, 2217), 56
S35 (col no. 4E56), and TSOZ THEED [cat po. 361 1) wens ol
1: 8,000 and from Colil Bignaling Technology, Danvers, MA) Incoba-
tiom with horserndish porovidase-comjupabed mbbd anti-moose {1:
3,000 Dako, in, CA), or goal anb-rabbil (L1000, Dako)
anlibodics wis wsed for chomil sminescent detoction of protcine. Films
wire scanncd and guantifecd using the NIH Imape 1.63 propram.

REDDT immunoprecipitation. [ysales comtairing 150 pg of tolal
profein wore incubalod with pon-14-3-3 moose monoclonal antibody
fcob no. MS-153M; LabVision, Fromom, CA) overmighe ot 470

Complcacs wome i ipitiind wsing prodein G Sophoroso
{Sigma Aldrich, 31 Loeais, MUY} for 2 b ot 4°C aed then woshed twice
with lysis baffcr pricr 1o analysis by 12.5% SDS-PAGE and imma-
noblodting with BEDID and 14-3-3 antthodics,

(hene electrofrenaner experimenic  REDDT cxprossion plasanid
{PEMV-REDN, GeneService, Cambridpe, UKL B-galsciraiduse ox-
prossion plasmid - (pOMV-B.pal, Clontcch, Pale Alla, CA) and
peDNA 3.1 -Foo cmply veoior (Ievitrogen, Carlshad, CA) weno man.
ficd (EndoFree Plasmid Meoga k. (isgen, Valencia, CA) and dis-
sofved in sterile cndotoxin-frec 09% sling solution. Malo Wistar mis
{m = 53 were amesihetived as described above. The 301 moscle was
then srgicolly cxposcd and injocicd with 75 pg of pUMY-REDEN
and 75 pg of pCMY-A-gal. Contralederal S0, mescle was similarly
ingected, bul polINAS.I-Foo was wsed insicad of pCMY-REDDI.
Elecinic polscs were dolivensd by weing (iET4? doctropomior as
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Table 2. Hemagiocrit. bedy weight, sofewy muscle weight
and muscle fiber cross-sectional areq in corfrol (C), fyponc
{HL. and pair fed (PF) s

C H ;]
Hemainond, % 43118 B+ T2 A3+ 4
Teedy weight, g 45139 T4+ I8 IHS5+ 12K
S0L weight, mg 131 =123 M8+ 157" 13T+ 135
Hd.uncmd.mg.-mucl.- ITI =183 S22 W71
Type | FCSA, pm 4104 = 665 TA2T x 4D9° IR5L + K]
Type 1 l-'li."ﬂ.'n. s Wi - 55 DOEI+ TIRM INE >+ WM

B0, sl mcle; PUSA, Bher crss-sectional s Type | Gbers repre-
menl — WHE ol 1ol fhers 8 < 005 8 = 001 gnd = = 000 difeen
from ;5 == 005, %P = 001, snd P = LK different from PF.

previously descrnbed (12, The fasca and skin were then closed with
sutures. Seven doys alicr peoo elecirotransfor, S0 miscles weno
remenerd ander peooral enesthesin. Serial ransverse sections {12-pm)
wore mnined for B-palactosidase octivity ond coumicrstuned with
hematnxylin-cosin-anffon (1L FCEA was mosured i ranskectod
bliog fibers ood nosimenslcciod Bhoes (100 fborsfcondidion ).

D00 mbjecty and Western Wl camlysis. Ninc poficnls with
mild-in-sovere COPD wone scparated socording o ibe abscoce or
presence of rosting bypoxemia (Pog, <2 60 mmBg) Theoy bed beon
free of cxnccrbation of their discase for & least 2 ma and did oot

RIGaE

mective ool conicosieroids. Hyporemic paticsts wore thoatod wilth
Ineig-torm. oxypon thorapy for 15 Biday but hreathed ambicnt air foc at
lcest 3 b m ibo time of the biopey. Musclo biopsics were laken from
the vasuzs Iateralis using Weil-Tilakeskcy forocps.:

Wirilien coinseat in accordence wilk the poficy ssicmont reparding
the wsc of buman subjocis was obinnod from all the subjocis. This
investigation was opprived by the Rhiioe- Alpes-1oire Repional Con.
sublani Commiboc on Human Profoction from Modical Besirnch
(IG5 Mo 200HTIF Y in accordumce with the Decluration of Helsinki.

Protcin extraction from mexcle somples wes porformod as de-
scribed nbove, Immunolobeling sgaims Ak, Akl T30, GSK3IE,
(SK3P 59, 56K, 56K T380 (cal no. 9205, Celt Sipnaling Technol.-
opy) and EEDND] wore porformed as describod above.

Sirlislical eomtysic Duis are presonled o3 moans & 5F - on graphs
md means *+ 8D in inbles. StmEstical comparisons were perfommed
using two-way or oocway ANOWVA. Fisher's post boc lesl of en-
paired -exl was thon used Lo dotormine specific muean difforonoc. All
ol the salishionl snalyses wore performod ming ShiView [SAS
Irestitmie . The significanor lovel wes set st (05,

RESULTS

Hvpaphagig-indepeadent effect of chronic hypoxia oa skei-
etal muscie loxs. To test whether hypoxia cawses skeletal
muscle strophy repandless of nutritienal staies, 10 mis wene
exposed to 6,300 m for 21 davs (H group) and compared with

¢ OHEEC H B
A L HRACHPM
T35 80 8=
it
E'L" 'I'CIEI' L3 . L
E¥# s0 B
e P a 10
o
o E 5
- MuRF1 =
£3
C : ?i 5
a0 +— S — —  Fg 1. Ubiquitin‘prot=zsome: system is mot zker=] in
-E‘ sobeos muscles of hyporic mis, A: mENA expresnon of
R L] -1 and muscle-specific RING finger 1 (MuRFL)
5 g i s B ferreesiatsre b of sual
@ B 2 B caspase-like ubiquitin-conjugoted proteing (resuls from 2 diffemss
E E A irypsn-ika smimals pes grosp we stown) and Westsm blol quan
=1 mhcation. ST -, and in-like
E- 0 O chymetrypsin-like Gt vities dﬂppnu:m?m D catbepsing B L
E o actividies, £ mpresesiabive immesoblots of calpain-2
-3 probein comienl and comesponding quenh ficetion.
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a = HF per prosp)
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D
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&
it 25 4
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a mymoxic contrel group fed ad fibiwm (C proup) and a
normonic paw-fed groap (PF groap). Although Pan was not
assessed here. previcus data show that Pag, 15 - mmHg
after 21 days pi 5500 m (31}, suppoding the exisience of
marked hypoxemiz Consistently, the adapiation to hypoccic
stress was ilfestraied by the increase o hematocrit in H vs, C
and PF animals {Table 2). As expecied, body weight of H mis
was smaller than their noomoxic C and PF connterparts (Table 2.
Skeletnl muscle mass was also affecied by severe hypoxin as
msscle weight, toink profein content, and FCSA of 3001 muscle
weme lower for the H prmap compared with C and PF groups
{Tablz 2). The ratio of the difference in muscle mass (C — PRWC
— Hi indicates thal - 60'% of muscle mass loss in hypoxin was
independent of hypophagiz 1 is notewonty that similar resabis
were obimined in EDL muscle {datn oot shown). Thus, i agree-
ment with previous studies (4, 334, these dain show that hypoxin
also exeris & hypophagia-mdependenl effect on skeleml muscle
mass joss.

Chronic fypoia and the UVPE The UPS i 0 main compo-
meml of the cellular protenlytic machinery, and s aclivation is
assocised with muscle mass koss (291, However, the TIPS did
not s2em {0 be profoundly aliersd in response fo 3 wk of
hvpoxia Indeed, mRMA level of MuRF1 and atropin-1 (Fiz. LA) the
amoant of ubiqoitinylaied prodeins (Fig. 18, ood the sum of
ihe thiee nctivities of the 205 proteasome (Fig. | C) weme not
sipnificantly different between H and PR/C groaps. It should be
notod that the contribution of a transient itcrase in proteolysis
earlier during hypoxin expesure has oot been investizated in
ihis siwdy. Similarly, activity of cathepsin B+L (Fiz. 1.0) und
expression of calpain-2 and -3 (Fig. 1E) were not aliered by
oxygen reduction, sugeesting that Ivsesomal and Ca®* -depen-
denl systems wera not stinmelated by hypoxia Also noeworthy
is thai the C and PF proeps did oot differ for any of these
pammaetars.

Chronic Ipperia dowaregulomes fhe AVmTOR patinvay.
Bodine et ol. (6} charncierized the Akt/mTOR pathway us a kay

A —m i "=

mTC# I-—---"
TECE -
OAKRE - o o e o n'ﬁ. 0
EOF] Emes s S—- Dy

GHE - - —— -

Egm

SEELETAL MUSCLE ATROPHY DURDNG CHREONIC HYPOXLA

mgulator of skele@ml muscle mass and observed that both
phosphosylsted nnd total prodein coplents are aliered doring
skeleinl muscle atrophy. Hypoxia-indoced atrophy of S0L
muscle was associaied widh siznificant decreases in the protein
coment of Akt (23%) mTOR (300, 56K (25%), and 56
{33%:) compared with the PF group {Fig. 2, A and B), More-
over, hypoxia strongly redoced the phosphorylation of Akt on
T308 (36%) and 5473 (&€6% ) {Fg. L C amd D). Consistently.
the phosphorylation of GEK3p 59 and TSC2 TI462 by Akl
wits also significanily reduced by - 30%. mTOR phosphory-
lztion on 52448 and 56 phosphorylations on 5235/236 were also
significantly reduced. (it shoukl be pobed that we did ool
sgcoeed in detecting S6K phosphorylation on 1389 m rodent
muscles). However, 4E-BP] phosphorylation on T3746 was
unalfecied. Phosphorylaled AMPE can directly activaie TSC2
{18 and thus indirectly inhibit mTOR {8). Neveriheless. and in
agreement with previogs shedies (2. T AMPK did not seem to
participate o mTOR sigraling inhibition dering hypoxin as
phosphorylation of AMPEo on TIT2 was reduced by — 50%
(P 00F in H proup (Fig. 31 Overall| these datn showed that
spven hypoxia consed o marked inhibition of the AkumTOR
pathway.

REDDT awociates with 14-7-3 durisg chronic hypoxia asd
cauyey muscle fiber atroply fa vivee REDIDY has been shown to
be a mpegative regulator of mTOR signaling in moase embry-
onic fibroblasts during hypoxin (7. Here, hypoxic animals
exhibited o 370% (H vs. C, P < (W01 ) and 200% (H va. PE.
P (1) increase in REDD protein level (Fig. 4, A and H).
Imporianily, no vanofion was observed at the mRMA level
(Frg. 407, sugpesting o postiranscriptional regulation of REDD]
exprassion by hypoxim Recendly. REDIDN was shown io bind to
14-3-3 family proteins in vitro, thus leading to the dissociation of
the TSCE14-3-3 pomplex and olitmately (o e nbibiton of
mITOR sicnaling (7). We therefore investigaied the haalogical
relevance of such a mechanism in hypoxia-mdieced muescle mass
loss, Imemunoprecipitation of 14-3-3 evealsd oo increass o
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{ohorres same a5 in Fag 10 B: coresponiding guantiicstion. T represenistive immunohints of Al 5473, Ald T30, mTOR 5148,

protein oo in C H, sl PE
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FHED =2 001 ifferest Iu::i T {n = 10 per groap
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Fig. 3. hmmummmhmuw

trve Emmumkints and m‘m@nﬂ;ﬁ:@? of AMPE:s T172 @ the salas
me=de of C, H, and PF mis. **F < 001, @ffeent from C grou; (1P - 001,
dffes=ni from PI¥ group (= 1 per group).

REDD14-3-3 sssocistion in H vs. C (P < 0005} and PF{P =
0 muascles (Fig. 4, A nod B soppesting thal TSC? dissociation
from 14-3-3 may contribule (o mhibit mTOR sipookine. dering
chronic hypoxin These dats supgest thal REDD] could pegs-
tively mgolte skeletol moscle moss Thus: we determined
whether ectopic expression of REDDM was sufficient o conse
skebatnl mascle fiber atrophy in normaoxia. Afier enswring that mer
expression veclor was safficient o indoce 8 lorge iBcreass in
REDD] protein level in HER-293 cells (Fig. 54 SO0L muscles
were electroporaiad with the REDD expression vector. Hisio-
morphiometric analysis evidenced that REID oversxpression
cased 3 ¥ edection in muscle FCSA compared with fibers
electroporsiod with the empty vector (F < (105 Fig. 5. B end C).
Thensfore, REDIN overenpression is sulficient to capss musch
fiber alrophy in normotin

Aki'mTOR signafing and REDDIA4-5-3 assocudion a -
paxemic COPY patienis. The bivlogicn] mlevance of these
findings was explored in & human model of chronic hypox-
emiz. COPMD patients were divided indo two groeps, depending
o the presence or the absence of resting hypoxemia. 'With the
excepiinn of the arerial Ob pressure. nonlyporemic nod

RIGR3
A B
g 128
z & 100 :
= F B ™
8 5 =
REDD! = ==l &

25

REDC

ermply vestar
Iag. 5. REIHD] pene elecirotransier indaces muscle hber atrophy in nomoxis,
A: immunoblots of REDDL prolss expesssion in HEK-T93 cells nooimns-
Tecied feontml} o tremsfecicd with 1 g2 of an cmply wecor ar & EEIND]
expressinn vecioe Cells wene harvested 45 B sfter transfecion. 8 mean fiber
croms-secticanl ama (FUSA) of pl-!,all:hmlae pm:u.n: Ehen I:I:I'Illll.l.ﬂd ko
megatve fibem in mescles eledropomisd w md KEDEH
expession veoior Absnhate values are 3,780 "'II4|.'nd".I1I.'|‘ - ['Iﬁp.rn‘in
ﬁheu&mwtummempw sl REDDI exprssion vecoys, mspectively.
Noie gl B-galaciosidase expression per se hes o effect on mescle fhers see.
C: represeniative images of hemainaylin-ensn-saffmn-stained mescles elec-
eroparaled with empty vector (hluel or BEDE expression wecine (boe) (scale
bar = 5 pml *F =< L0E, diffesn fom Gber eledmpotsd with empty
weCior,

hypoxemic pufients did not differ for any anthropemednic and
venilatory parameters {Table 31 While total protein content of
Akt GSE3H, and 56 remained unchanpged (datn nof shown),
hypoxemia significantly reduced the phosphorylation of Akl
T308, GSK38 59, and 56K T389 (Fiz. 6. A and B). In
agreement with these ohservatipns; 14-3-3/REDDY amsociation
was nonsignificantly mcressed (387%) in hypoxemic & non-
hypoxemic patients (Fig. & A and Ch These results sogges|

A B C i
i 1 ; _
E_ s g
L HPFC HPF 2T 2200
REDDY oo il o o i ;gg s 3T
P REDD e o o o e D_I'.} EE
14-3-3| 1433 [Enenenaee—- - 5 o
B2 o g%
w (1]
o o T 1 o 0 ' -

Tag. 4. Chromic bypoexis moesses mgulsied in developrmes ond DNA damage esponse | (REDD]) proieis expresacs end pranooies @& hinding io 14-3-3 40
sodeus mezcle. A: epresenaine mmemobiots of REDIF poiems level @ lyssie. Repeesentative immeschiots of REDE) and 14-3-3 poméein level afier 14-3-3

immunopecipilstion (1P 14-3.3) Mote thai 14-3-3 expression renmained

- gramntification of KEDIY proteis conienl and RETFET3-3-3 sssocistion

i the soless muscle of . H. aad PF groups doolemes: idenishied in C). O REDDI mENA expression. *P <2 005 and ***P < (001, differest fmm C growr;

EH P - 0001, diffeest from PF (2 = & per groep)
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Table 3. Charactersticy of aerfypioemic (8 = 4) and
Iypoxemic {n = 5| chreaic ohsfruciive palmoaary dizeqss
{COPDN patienis

Charstiale Mishypos e !I?HII.I.HTH:
Ape. ¥ G=83 =Th
H.:lgi:l cm 1657 IISE.-ZI- =55
Weight, ky Td=84 1T = 14l
WAL dafm? mr=11 nE=41
IEW, fier's 106 =01 OEE-0T2
FEV;, % predicied X5 - K& DE=112
Tap, mmHy TLhz3X M350

BMI, body mass index; FEV,, Sorced cxpamgory volume in liend's; Pag,,
arierial nxygen pressare. *F < U0, differeal Gom noshypocemic

ihet REDDI may comribuote to skeletal muscle atrophy in
hypoxemic COPD patients.

MECUSEION

In this study, we show that severe hypoxin causes hypophs-
pis-independent muescld mass loss and downregulates the Aky
mTOH pathrway. topether with an increase in REDDN14-3-3
associgtion. A sumilar inhibition of AKVmTOR pathway was
observed in skeletal muscle of hypoxemic COPID patients:
Finally, we also demonsirated that B EDD] overexpression was
sufficient to induce skeletn] muscle fiber atrophy in normoo
The present findings an: compatihle with o mechanizm acoond-
ing to which REDDI reduces muscle mass in hypoun by
releasing the inhibitory action of 14-3-3 op TSCZ, thus poo-
moting mTOR inhibition.

Three weeks of severe hypaxin led to 3 redection in skeletnl
muscle mass. However, it 5 questionable whether the reporied
decrease in skeletal muscle mass s dee to atrophy per se, or
infithiticn of postnatn] muscle prowih. In other words, did the
apimals lose muscle mass or did they simply oot gain muscle
mass ot the same mle o5 they would ender normoxic condi-
ttons? Analysis of muscle growth corve acconding o muscle
weight (S5es supplemental Fizg. 1 svailable online at the Amer-
ivan Jowraal of Plysiology—Repuletory, Tniegraioee and Com-
parative Physiclogy websile. ) indicates that moscle zrowth
was not comphedely achieved ot the bepinning of the experi-
mient (enimal weight was 350 g)_ sugpesting that inhibition of

A

SEELETAL MUSCLE ATROPHY DURDNG CHREONIC HYPOXLA

muscle growth and atrophy per se are conbriboting mechasisms
o hypoxia-ikinced muscle mass Joss

The lower muscle mass was associaled with a sharp decrase
in Akt'mTOR signaling, while the LIPS was not altered after 3
wk of severe hypoxia. However, we cannod rnule out the
conlribution of o tmnsient increase in proteolysis ezrber dunng
hyponia exposare. Indeed. some raasitory adapintions may be
hack to baseline valses after 3 wlk Thi= could he pamicularty
melevant for the whiquitin proteasome system, &5 a imesilony
activation of this proteclybic pathway has been frequently
reportad at the omset of skeletal muoscle ntrophy 5, 25k Our
observations are consistent with previous in vitre stndies show-
ing that acuie hypoxin inhibits AYmTOR pathway in HEE-
293 cells (2, 25). Moreover, we récorded @ dimimation in AKL
mIOR. S6K. and 56 protedin expresskML corroborating the
decrease in mTOR expression reporied in subjects exposed o
4559 m for T-9 days {40). Alopether, these datn show thal
hypoxia triggers molecular events that resuli in the imhibition
of major regalotors of the imnslational machinery.

The TRCLZ complex is nn important crossroad of mTOR
sippaling thad integrates multiple regulatory infloences (14}
Akt prevents TSCI1/2 dimerization by phosphorylating TSC2
on 5939 and T1462 (17, 28). In the present stedy, TSC2
phosphorylation &t T1462 was redoced in hypoxin, indicating a
decrease in Akl activity. Consistently, Akt phosphorylation al
T308 was redeced by hypoxia, sugpesing 3 decrease i Akl
activation by the phosphoinositide-dependent protein Kinase- 1.
Full activation of Akt alse reqguires to ithe phosphorylation of
5473 by the mTOR complex 2 (15} The decrease in Akl
phosphorylation at 5473 thus indicates that mTOR complex 2
activity &5 also affecied by hypoxia (see below ). This minforces
ihe hypoihesis thai Fexo-induced proteolysis may hove been
stimulated during hypoxic exposure.

Akt-medigted inhibition of TSCL2 complex wmvolves the
spquestrtion of TSC2 by 14-3-3 (263 when TRC2 is phosphor-
ylated by Akl on 5939 and T1462 (3. Moreover, Deyoeng el
al (% showed in HEK-Z23T cells that REDD | binds 1o 14-3-3.
leading to the release of TRC2 (90 A similar mechanism
tnwolving REDD2 has recently been demonstrated (30), buol
REDD? i not sensitive [ hypoxin (32, 37). Here, REDDE
enpression wis dremetically increased, farther supporling that
REDDN iz highly responsive 1o hypoxia (20, 24, 37L In

-

E 150 n .
N H N H £ I g7 ™
LLEE s ! =3
At TI0D - - = e;-z 100
GSKIP S & e §§ 80 bt
SHH TIAS - £ 52 7
[
1P| REDDT s ——— v = g = = 2 = W e
14-33]  14-33 eupeme 2 2 B g 2P N H
i35 %k
[ ]

Fip. fi. Reguiation of Al/m TOR paifsay and REIN11S14-3-3 miing i mochypovessc (8] and hypoxemic (H) chromic obstnective poimomry disesse (00000

[ut.uu. Am
pooisn fovel sfier 1433

ve immumciloss of Akt TH0E, GSEE 59, and SEK TI8% pmiein level s sl Represenistive immunobiots of REDD] aed 14-3-3
wation (1P 1-3.3) in vastus hienlis of (OPD paticss Mol that 14-3.3 expression emained unchesged

ﬁﬁnﬂmcrhh T308, (GEK3E 55, and 56K TIE9 prilein kevel in N and H COPD subjeds. O quanti hostion of EEIN14-3-3 ssocizgion. *P = (105,
L

frm N pabienis {r = 4-5 per grupl.
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addition, chronic hypoxim induced o strong increase i REDD S
14-3-3 amsociation. Together with the decrease in TSC2 phos-
phorylation on T1462, this mechansm likely conlributes to
release TSC2 from 14-3-3 in muscles from hypoxic mats. In
tam, this regulation probably resulls in a greater TSCTTSC2
associgion, therefore contributing to the stroog reduction 1o
ithe phosphorylation of mTOR on 52448 aod 56 on 5235236
in H groop. Regarding mTOR phosphorylation. ope shoaid
e that mTOR activity is also regolsted by protein imemc-
tions {153, Therefore, and although mTOR phosphosylation at
Ser244% was statisticolly decreased. supporting & respoass of
this site-specific phosphorylatien of Ser2448 1o hypoxia, we
cannot also exclude the possibility that mTOR coald be also
specifically repulated by profein interaction io response o
chmmic hypoxia 1t is noleworihy thoi it has been shown that
REDD] overexpression caused Akl inhibifion by decreasing
T308 and 5473 phosphoryiation in nearons (27). Therefore, the
decrease in Akt phosphorylation in 500, muscles from bypoxic
animals may also result from an iohibiticn of mTOR complax
I by REDDM. Alopether. these data identify REDD as a
critical regulaior of the AR/mTOR pathway dunng hypoxia in
vivo and poant to the potentinl sele of REDD] as an atrophic
Tacior. To tesi this hypodbesis, we determined the offect of
REDD overexpresseon in nommoxia on skeletal muascle fiber
area. This experiment demonstrades that ectopic REDD] ex-
pressicn decreases skeletnl muscle fiber srea. Additionsl infor-
matinn regarding the rode of REDD] would be provided by the
nsr of dominant-npegative models pimed &t determining
wihether REDD is required for muscle abrophy.

Loss of skeletal muscle mass has been ideatified as 0 major
determuinant of disability in COPD patients (36 Many cagees
have been proposed o eaplain mwscle strophy in (OOPD
paticnts (41, 43), ot the knowledge of the bicchemical path-
ways imvelved is limied. One possibility would be a reduction
in Akt/mTOR pathway activation. However, Doocet ot al. { 1)
showed that noahypoxemic COPD patients (Pag, = 76 mmHg)
with low muscle mass exhibited on incresse o AR/mTOR
activation compared with COPD patients with preserved muss-
cle mass. In the present sthedy, we hypothesmod thet the
severity of hypoxemia coold be a factor contribising o down-
regulaie ARUmTOR sipnaling pathway. We cbserved that skel-
etal moscle of hypoxemic COPD patients (Pag, = 34 mmHg)
displaved 8 zignificant edoction in Ak'mTOR =sigraling com-
pared with ponhypoxemic COPD patiends {Pag, = 73 mmHg k.
In apreement with owr observations in rodents, REDD1 protein
was detecisble in human skeletal muscle and its binding to
14-3-3 was nonsignificantly increased i skeletal moscles of
hypoxemic COPD patiends (38%). One shoold note that this
observation was obiained with & limited mamber of subjecis
{m = dproup). Additional ssbjects must be incloded to defi-
nmitedy conclude on the epulation of REDDL by 14-3-3 in
skeledal mosck of COPD potients.

Perspecives ard Sipaificance

This work represents o sipoificant sdvence in the under-
standing of the mechanisme leading to skeletnl muscle strophy
in response 0 chronic hypoxias The present date reveal the
existence of o mechanism by which hypoxia-indoced expres-
sion of REDD] actively confmbutes to the infhibition of mTOR
pathway in i skeletal muecke. Owr pelimiowry data also

AL

suggests ihat this mechanism could be mlevast in skeletal
musch of hypoxemic COPD patients. Importanily, REDD
expression is also stimulated by glucocoriicoid administration
{42) and nuiritional deprivetion (38}, bao common {eatures of
COPL. Defining strategies aimed ot dismpting REDD14-3-3
associaiion may thos represent 3 promising way o countenscl
skeletal muscle loss in COPD patients. Future research shoald
be aimed a1 delineating the poential mechanismis) esponsible
fior the increase in REDND] expression, &5 well as examine the
imporiance of REDII in mediating skeletn]l moscle sdapin-
tions in espoase o other forms of sress.
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Evidence for Mitochondrial Respiratory Deficiency in Rat
Rhabdomyosarcoma Cells
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Abstract

Background: Mitochondria can sénse sgnals knked 1o varistions in ensgy demand o regulste nockesr gene sxpression.
mwn& sty is pred o 16 be invobved in the requisBon of myoblest poodiferstion and dilfstentistion.

are chamcrenired by their {afhire to both imeversibly exit the cell cycle and complers myogenic
mmntmmmmﬁllunﬂmdhmrﬂ o rha brdomyad asadma
cedly oy clilferesriliae

Findings: Mitochondrial bioge e s and membaiism were studied in rst LGS myoblasts and RiH
i Gl the ol cycls and slier 36 hiwrs of dilferantistion. Usng & combinstion of Bow cytometny,
mwmmmwm;*manﬂ&wmumﬂ-minmauﬂn
gimt and dilferentistion media_togethes with & Sgnlicant intrasse in the comtent of mitdchondrial bicgensi lackes
aﬂrﬂﬁdw-ﬁummﬂdnmtummuueﬂumm:ummmm
mwiﬂnﬂhmlm;ﬂmﬂwﬁuw.&% in BiH cells bmportantly, the
dysrequiston o proleinlo-cefiolipin. raGs was suncisted with major in both bassl and  mudmsl
miterchendal nespiration rates. This delficiency in mitochondrisl respinstion probably contributes i the inabilty of RTH
cedly bo decresis mitachondial HyDg Geved at the orset of differentistion
fﬂmnﬁmumummumwmmqm

epigenatit mechanisn thal may conlribute bo the tumorsl behandor of B 1H oslld_ Dot dats whderfine the impodtancs
Hm&umhhwﬁmmﬂm
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Rhahd rrrysarcoma, the most common off Sevae saronmae in

Intreduction
children and adesceniz aries from mmaiure cefl that aoe
Actult sheletal mocls fhes are fommed via the fuson, of individual deained o frm sviaed dedeal musde [, Akhough thabdo

mynhiazs daring  development Althongh maltnoclstead  mapmde
fihers are considered 10 he prrmmarently difernated and theredors
incapahie of mirodc acthary, skdmad mancks reain the aqaciny 1o
repadr and regererate. mainky due i dhe presence of weedflie odk,
Dhoing mascs regeneratan afer injory, sateline coells are acdwted,
peiliferade by maulriple reandd o ool division, fise mgsrher and with
exibaing damages] musde fibers 1o form diferentued mosde fherm
Mynhlas can ako reum i quescence and comrioe o Ge el
reneiaal of sae e cofl population (reviewed in [1]1 Recapimlaion of
ihe myngeme picgTam requins energy producion fo the exemcm
of & mumder of regulainry hingymbest evens such as DNA gmithesis,
mn:ﬁ.uhna!lnprwmndlqid anthsik. A& the majr energy
soomce in st of cellg, minch anednial eoGd ative phosphoryiation may

theyefore play impomunt reguladory roles during myogenesin

:@_ oS OMNE | woarapicso nen g

myosarnyma - cells express & maember of myogeniodependent
proteing [34.5], these cell are charanermed by their filore ®
baoth imeverably exit the ol el and compiete sheden] muscle
differenganon grogram f]. Therefre, rhabdomyrsarmma colls
comamtie an mieresing modd 10 sody the mechaniems that
conmol myngenic diferentadion.

The incagacity of rhehdomnsancooms odls o difaeiae has
hem  asdgned 1o differem  chromosnmal shnormalives. For
example, w0 chomosomal manslocadons, €2;153¥q35:q14 and
111;1 Fep g 14, are associied with nomerous alvendar thahdes
mysaronmas, the realing fsim proecis (PAXSFEHE and
PAXT-FEHR] acquiring the apaciy 1o inhihi Myal) and the
subsequen diferengation of rhabdomyosarcomma cedla [6,7 8],
Baides dhe pmene chamaderratsan of rhabdomyosarcoma,
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epigeneric mechankms may abn comribme w e Giue of
rhahdnmymarcomas cells o differentiade. In 1956, Dan Warku g
described that experimeniali-induced mmenr cells edvibied a
rezfaced encid sgive phospharyiation and an incressed ghoohysia [9],
raking the poshiiny that the origmal noncarcmogenic phenotye
of these mammalian cofly was regolusd by mdochondrial
oidagive phosphonyduion., Ths hypothesi & sopponied hy 2
mimher of sudies showing that scperimemal inhiidom or
antiwarion of misochomdrial hingenesis and maochondrial mesah.
ol sarongly mndulates if mie and w0 oncogenic rhenot e
[10,11,12,15,14,15]. Imponandy, thiz repdacry funciiom of
migchonidria sems o bhe pandonlardy relevam far the regularion
nimw‘m:: differemiation. f& mwm and &= #w pogenesE &
cmpanied by & tight reguluon of minchondrial b ogenesis
[1!5,1 7,18], Funhermore, the dienpdon of mimcdumdrial mem-
hrane potential m G300 12 mopobhlass, b respona bl for an imasie
hehavioor [10,19]. Comersedy, e simolation of meies hondriad
et ative metato B by H-J'umbhf_hlhpnﬁi-ﬁum of LEES
el ool [20], and e stimaladion of mdochond izl hi openesis
induces the exprestion of myngenin and nusclespecifiic genes
[21,29]. A defert m mitchondrial hicgenesk and for midochon.
drial meiahalizm may thus onirhoee 1o de Biure of rhahdo-
oo el 1o exit the ool oycle and differemtiae.
Here, we repart that the sxpresion of mimchemdrial protsms
and mimchondrial hisgeness fanom & markedly mareased in
rafdomyosarcoms cell, mgether wih 2 brge deoesss in
cardiodipin comem. The differemial regiation of mitochondial
proein exeesion and @ndofipin conrent was asocised wih
majr deficences in both hessd and mavimal minoshondrial
meqpiration rafes. These fndings mdicase et 2 defed in the
meguiarion of mitochondrial hingeneds and mismchondrial metsde
nlem & an epigenetic mechanim that may conrioe o the
mmmal behavior of RIH ¢z Funhermore, they ssiabdish
fimcgamal Uinks herwesn dhe reguiation of mio dhondriad bi agenesi
and the regulation of myogenic difer mdagon

Resuls

Call Cyoie Analysis of LAED and R1H Ehabdomyosanooma
Cells

Figure 1 indicates dhe relasive diboiudon of THES and R 1
cells in 03], S and M phases when cotwed with growth
medlinn (Figwre |A) and difeenfaton medinm (Figue 1B In
agresnent with the mmers] hehavior of habdnmyosanooma celis,
R1H el cubtured with diferenfazion medinm S 36 hours Gilad
w exit the cell oycle and were sl cyeling, as evidenced by 1he
presence of cellh in 8 (11.6%) and G2M 200%) phaes. For
enmparkan g, 0.5% and 9% of LEFS calls were in 3 and
{2M phases, respeaively, In agresment with thess ahaervations,
PONA, & onfacwnr of DMNA pohymerase & duning S phase, whoee
ui:l'r:ui'n was rechiced by 50% a1 the amet of differennatien in
LARS eells, was even simificandy increased in RIH cedls culwred
with clifferentiation medinm, fumher iBwaratng the fafme of R 1H
cedls 1o exil the ool cyele (Figure 10,

Regulation of Mitochondrial Biogenesis

We fimt desermined the comtem of cardinkipin, the phesphoipid
agnanme of the minochondrial inner membrane that accomis far
2% of miswhondrial phosphofipids [23]. When observed under
Hlua rescen e MG , LA FS misechondria stamead with NAD, &
Suorophare which binds 1o cardickipin [24], sppeared bright,
which comrasted with the Gint memeny of NAC spining in R 1F
el (Fgue 14) Onamitagve amaysk of NAD foorecence
by fiow cyometry commborased fhis ohservason (Fgore 28

@_ PloS OME | waraplosaneng

Mitodhondia and Myogenesis

Forthermere, B TEH n:lnprﬂﬂr mereased their candinfipin amem
duming the el cyvele (37%), whereas 2 twoedold inoreass was
olerved in LAFS cells. To quandmie direcly e regolston of
maachondnial content, wenex wed 2 fuorochr ome (Mo Tk
[heep Bedi thar yiekdk a Socmescence sigmal proporgomd oo the
dengity of mutochondria. As shown in Figore 200, the mandwen-
drial comsemt was increassd hy ahoot 2 I GEM phases
compared 1o {31 phases in TAFS and B1H el In spreement with
these chesrvagions, the ragin of manchondrizl TNA o mockar
DNA was similer in LAED and R1H celly (Firare 20, Orversll
these dam aggest that & progresave depletion of the cardinfipin
comient ooonts a5 B1H el divide, while mincdinndriad conenn s
presrved

We nexf imestizated the exgression ofmilochond riad hiogenesis
fadors and respraaory cham prodeins (Table 1) As previously
oleerved [25], eqgmesion of macchondial protsns and mioe
chomdrial Wogenests Benm in LHES myohiz: was decreased at
ithe anset af diferenzation. One remimscen fadue of dhis anabyis
was the highey ammmi of e hondrial v chain prozins
n RIH cdla when co w LAES celly This pavem was
jpartculardy marked for el culrored in diferentiation medinm. In
agreemen with thee dam, the proiean coment of nusnchondeal
bangenests fcinn was alen higher in R1H ol onmpaned 10 LAFS
celly, Mog impomndy, the deaemse i dhe expremion of
m#achondrisl ogmess s and repiraiony chain frotems
oheerved m LAED colls cudtumed with diferensazion medivm for 36
homrs did ot oomr m R1H el Altogether these data indicase
tha fhe mindhondrial fmer membrane composiizon and e
avera il procesa of mitochon diiad hicgenesis are markedly altered in
RIH calic

Cellular Metabalism

To st the bomerngedc rdsvance of fese olservanons
miachandia régpiration was determinad, The rate of haml
respiradon was drams teally ke in B1H celis than in LEES cells
hagh i grosth and diffsentagon media (Takle 7). Similarly,
ofipamycindinsensitive  Tespiration wa baver in R1H cell
compared w LAED cels. The raw of FOCP-stmolued mosmad
respiTaiom was even muewe markedy reduced. When eqprecad o
& percent of basal ¥m, avgen ormsumpien dedicased i
miachandrid ATF amdhesis aconmnesd foo abom 70%, whereas
protom Beak acroes the mitochomdriad inner sconomed for dhe
remaming X% (Figure 34] Thes was comstenily cheerved m
TAFS and RIH el hesh in groth mediom and differentiation
ek T e dwer maies of oxveen consmmpromn, mindhon-
dria of B1H cell this allocased the snme propartion of energy o
produce ATP ar o aoonteract proton kalage when compared o
LAFS cells;, indicating that mimchondrial inner  membrane
permeshiiiy was simiay heawesy TAES and RIH cdl By
comiras, the mimchondnal respinaory ressve (FOCP-induced
maxinsm ] resErason rae mimes basal endogenos respination rade)
was dramatcally reduced in R1H ol Theredore, the endogenous
respiraten of R1H cells was alnwe mavimally sumulaed in te
hasal smae with mischondria operammg ar 0% and 6% of
meaximal repirazion under growsh and dferemiaion oondinioms,
resperinvely. For enmparbon porposes, LAES cedls reiained 2 lupge
mitochondrial  resmaiory  neserve, kading mitchondria
operaze ar 57% and 50% of maximal respiragon under groswi
and differentisdon conditiona, respectvely. Redoced  mindhon-
drial respiratiom soggess that BIH cells should have swich 10 2
Evoohic energy prodociion 1o wedam the rade of probiferadon,
Accordingly, laaae producton by BRI cells was about 5-fndd
higher than the one reponed for LAES el (Figure 5L
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Figure 1. Cell cycls analyss and prodl ferating coll noche ar antigen [FONA) protein content in LSES and RTH cells. Col cpcie aradyss of
LAES miyniiasts and R1H oefs cofured in groacdh mediom (A and dfiemafation mediom for 3 hous (8] Cel opdie aralyss was parformed afer
doubier eanciusion on morphalogicaly normal Ing cetfc (0 PONA. profein bovd In 1669 myalbiass and #1H cels aultumed in growh mediuen 558
and diferanTaton madium DM, PCMA immunofabeling was padormed after doublet exciudion on momibhologicaly noenad foed cels. Dot are
mears = 5E fom & cilture didhex. * P00 sgnifcantly difierent oo comesponding cefls i GME T A<005 and P00 sgnifantly dffemnt

Som 15ES myoblass
S L1371 el oo D0DSEI T DM

Limdted import of Mitochandrial Protein Doss Not
Account for the Dearease in Mitochonddal Respiration in
RiH Ceils

With the excepoon af 15 proseins encoded by the mitochandrial
pename, ol others mindhomdrial prandne are ercodad by the
midesr genome and e nesd o he mpomed in mitnchond s

.@_ PloS OME | weanacgiorsn riun ag

[28]. A defex in macchondriad mpon eading o a cyoalic
acoumalason of mitochondriad proseins could derefo e explain
the pamdnrical shesration that miteehondriad profem oomem
was incneased m R 1TH cells, togesher with a marked decreass in
mitochondrial respiragon. To examine this hypoahesis, cyoanlic
and mimchandrial Factions were prepared and snabyzed fr te
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Figure 2. Cardiolipin content, mitochondrial con®ent and miDNA content. (4] Represenative mage of meindondial Saning by nomyl
acrdine cange (MAD) In LSES myobass and ATH ofls cultured in growsh medbam (&) and i difievenfation medium (DY for 36 hows. Madel
were sained with Hoedhst 33347 Celfs ware vsudized by fuoresene micosopy {Oiympu s ierse micemoope K8 pesteml (8] Camdiciipn
conent was dememined fom $ie grometic means of heignt NAO Suomomnce Sgral (D) MEochand fal content was azsessed from the geometic
means of Mrotadoer dep ned fuceescence sgral Fiow cptomatsy analyss was pesfioem ed on lving cels after doublier sccilsion s 2 Smcron of
1569 and A1H s poddon in the cell opdie (G, 5 and GIML Celis wes adltoed in GM and DML (D) mtiNA qamiy clouiaied 2 the @30 of
memnchon deal subanit B of cptochmme aodise © pepddyipo iyl omerame A DMA ek detormened by mal-tme PCR in LS89 and R1H adrued n
M and DM. Dot are mans = 5E fom 6 aulbure dishec. *** P<0.000: sgnifomiy dfieest fom omegponding odfs in &1 phase; 1 BC0D0T

sgridantly difflesent from LSES myoboms
oML 137 fourralp ane DOCEE T g DD

exguessiom. of Core 2 sutmnit of complex TIT and ATF synthase o
proein comgend. Pariy of the maochondrial fraction was clearly
indicased Ty dhe leved of oae delpdiogenase ey, which
represerded ks than 5% of tond lwme dehvdrogenase acaiy
(Figure 4], As ilheraed in Figore 48, Core 2 and ATP symhase
I poroieing were deseswed in the mimchondrial fracton, whereas
onfy irues were pesen in the cposolic fracson Smilar
olservations were done far the 154 kDa subumnit of complse T
(data net shown) and cirae anthase (Figure 40 Ahngedher,
thewe data imdicate thas the repomed increased n migochond sl

-®_ PLS OME | wianaliceso e g

POl epTesdon was ool asociated] with a defea o mandhom.
driad prasin Togon and that the decremse in mimchandnial
respimaon ctserved m R TH celi was rather due o & fioneiomal
defict in one o7 sewral complexes of the reqpimaiony chain

Mitochandrial H,0, Level

We next addressesd the biokogicd relevance of the repomed
deficiency m minchondrial respiratony capaciy of RI1H cells As
an of ganells partcipatng m ol spnading [27], we hypnthesaed
that the mitorhnndnal deficiency repored herem coubd alier the
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proctoicsion of signalng agents imeolved in the regulation of myvogemnic
diferentiation. We pamculardy onesspied L0, podudion as
mitochondrizane 2 major sie of fee radicalprodocion m ghe cel and
iz proelneman i fremendy aliered in wmoor teues [2]. Fuaher.
moe, m moeae m Hallk conemosim hes heen shouwn 1o
onmnglesely ahofh e differenfagon of mopohiases oo mopnnibes [29]
and the simulation of miechandrial ROS modoaion indiced a
rhahdrmrearcnma-lile phenntipe in loman Shrobilaas [14]. Inthe
st s chy, mochond ria were idemifiad 25 amajor smarce of FLO,
= iosraed by a markad reducton in foaorescence of FLOOFDA, a
marker of mitochondrid L0 beved [30], afier the additen of the
st ewch cnd riad mncopler COCP (Figme: 54, Saiking dif rences: were
oteerved othe regulation of mischnndrial FlDe prodocdon. The
maceindd merease in FeDIFDA fnorescence diring the mamsision
fromn (31 0 2 phases in LAFS ool was not ohservéd in R1H cells
Figmre 55} bret Emponamly, the srong red octon i misochonadniad
iy ved tharorcmred when cells were sviched in @ differen tagion
medinmdid nog oceor in BRI celle. We theredore essd the preahilin
that an amencdand aipplemenngom wald frce B 1 cels i e the
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Figure 3. Bioenergetic swtus of LEES and R1H cells. (N
Mitodhondriak proton besk (ofigomycin. nsendtve respimon ], mitke
chonddal ATP synthesis [Dasal respation mind s obgem yoin insenetn
repimgon) and miochonddad respimtory resesds |FCOP-rteutad
respiemEon mirds bawl megprasion) am capessed 35 3 perosen of
comasnan ding hasal misn chondeal mepation repocted in Tabie 2. Daea
am mmns = 5 from T independent auitum: d shies culmumd in

i b | GAY) and dSeransatan medium (DM () Lacate B
of LGES and R1H ceffs oultomd in GM and DM Daa am means = SE
from &ind aulre dishes. %P< 005 difieron from
fmmlﬂﬂt +# PlDo: m%nr‘wm fom LsES
ot

o1 0L 15 fjmarnal pn e CODSEE T 9003

cefl cyde. Preincuhagion of the oo with 20 mM Naced oysmne,
which wes efeche in reducing hasml POy produation, id net
inchoce cell opdle arvest of BLTH ool (dara not showm)
DEcussion

Rhahdemycsarcoms arses 28 & congaguence of an mmbalance
heswesn pmdiferacon and difeengation of myoblish dhat
mainoin mystiaeg m replicase sate Rhabhdomyosroma cells
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Figue 5 Mitochondrial HyO, level. (8] fepresenmtve fegquan oy
histogmm. of 7' 7 dckiorodiydrofunmoren dacetate H DOFDA
fuomsomoe FLI-H) obtainad n LSER myobizxcts culmied in growd
madium. Poszwve and comtrals vl abained. by inc
cols with WD @M H0, ghr disntacement] and 1 mél COCP
dignlacam e, respectivedy. | 8) HDOHDW Susrescencs was detes nad
from the gromeric means of fuomemnce intensity peaks. Andlyzes
wem pariormed on momphologially nomal Bving @il cineed 0
vt edicen (G0, % and G plases) and dfarentiation mediom
A o 36 hous. Dut are mears = 52 Soen & auftue dishes, ® Po0L0S
and == A<0L00T: sgnifianty dflesnt fom comesponding ol in G1
plrass + 0005 difieren 1 S0 L8ES mpnhlers
a0 13 fourmal pone DO0EAT 79005

thus onstinite an intevesting model o sdy e cellular
mechaniims dhat commral the mpngenic diferantistion progranm
The preserm sty mppons the pothesis that 3 deficiency in
mitachondrizl meahodem & an epigenedc mechamam
comiriuies io the Gilre of rhabdemyosarcoma el 10 diferen-
viade. Comollary, it aken supporis the nodon that & aghe regalagion
of mitachondnal hiogenesk and mindhondnial menbolibm &
netessary for the proper engagement of mycbhliss towards dhe
meyogenic e

The: coenpesiton of progein and phospholpids ofthe maochon.
drial mmer membrane & crocia Br mitochondrial fimegon. Here,
we show that & pmgresive deplminn of the cardiolipin comtent
accumy a3 BRI cels divade  while mpochondrial mmenn &
preserved. The hingenest of cardiofigin and the relasive disritroion
of the major fyd eomponenis of mitochondria (ewrdicfipn,
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prafonm by maodified in R1H cefle. Aheration n organe= hiogenes
was aben cheerved ai the prosein Bewel since expresion of
o hond riad yespirstary chan p (more TL 154 and 2006
and miechondrial hicgeness frwnrs (PGC-1a, FPARY, PPARA
and MOG) was sigm Seamly mormsed. Specifcally, the represin
of mimchondrid prosdne and mischondrial Wogmesis fadors
expwesdnn that oo m LAEFS cells ot the omeet of differenaton
(present mady, [25]), did net aconr in B IFD el Taken together,
these data chearly iherase thar the regudation of muitachandrial
Bognesis & sirongly akersd in R1H odis

The dyaregulaginn of minchnndrial bicgensds otwerved in R 1H
el was sseocised with a major alteradon in mitochandrial
meabnimm. Owygen oomssmpaon  dedicaged 10 drive ATP
amthesis and migtochondrial regpiranry resrve were dramaricaliy
redaced in BRI el leading mitachondria of R1F cells 1o be
almegy maximally stimulaed mnder hasal respirzton. RI1H ol
srm 0 comgensale the decreass in miochomd il meabhaolivm by
imcreasing ATP produmion thraugh Roote producton. However,
the meaholic pathway may not he siffident @ prodace enoogh
ATP when a large energy demand & required [15], a3 commng
daring myohias profiferason and differemiagion. Thereftre, such
hiomengeac feamres sugpest thar R1H el hove a drasically
Ionwer capaciy o0 fre 3 mesholic aerohic challenge, despive the
higher rate of hemis prodocion. From - a elalogical point of
vimw, the markad increase in minoshondrial protein spression and
minchondrial hicgeness Bowors reponied  ersn may e
imengweted ax a vamn avempr of R1H cells 1o cmeeract the
decreze M mimchondia] respiranTy Gpacity, a0 Eeviowly
ofgerved i miwchondniad myrgaaties [31] and i responee 10
mianchondrial NA depleson [32]. To explain the paradocical
ofservation that an imcreased minochondrial 2N, CONET Was
notiranszed ino § all respiraiory capacuy in R1H el we
Iypeghesizad dhar a defea in mimchandrial pretein impan coukd
lad 0 & cyinsolic acommuldin of minchondriad proems.
Howewer, this wa not the case 2 oor celiudar  fractanation
anafysi charly indicass tha msochomdnial respivatory protging
encoled by the nudesr genome (Core 2 and 15 4kDa saboms of
mmplex I, ATF synthase subonit @ and cimare symhase] are
eiecdvely impored ingide the mitochomdria, Anather possbiling
wriild he that the aheerved changes in |.'hr preaein. o= indipin
mano ahey de fmooonadiy of the aawy chain andfor the
aspembly of respinatory compleves i R1TH cela In agreemem with
thiz hypoihesis, previes sindies have demomsraed that expens
mentl fmuman deficient m -e'_m:inﬁ'ln] aml ﬁjﬂ.p’.ﬂ (A
eondifioms beading o cardiolipin deplegon the

:qm:ﬂu}lrmdmm&mdru [5, 341 '[mpmm:lv of the
minchomdrial respiradory chain complexs, © 1 was the
muet everely impaired [#M]. Togedier with the obeervation thar
ompier T acdviny & reduced m R1H cells [35], oor repon thas
mrdillipin. roment i smongly decreasad i RTH cells may dhas
omribe © explain e deoeass in the respiranry cpaciy of
RIH cells. Owerall, thesr dan suggest thar a tight regulation
henwesn protemn and phespholipid  smiiesss is neesary ©
prodoce functional minchondria

H 0y, the inermredi s dedeanfioation prod oorof supesmeide wom
oy s perricde dismarase, & vedved e regulasion of meo gemne
differenizoon. Tt has ben nomhly vepaned gzt exposmme af
differenizgng mynhizos 1o He0s almod totally abolihed musde
grecific protein expression and myvcgenic diferentistion | wheress
this effect was revered hﬂtdﬁhldamﬁrnqﬂqu:ﬁ
savenger [29]. A decreass in HLO, lavel sz dhe omer of
differentiagom wonld be therefore 2 pambsve svent necesazry

for the comtmuaninn of the myogensc program. Imporandy, oo

'_:@_ Pt OME | s plcso nen s

Mmadhandna and Myogeness

supercide prodomion and the subsequem production of FaOxy
are gghily coupled o the sanay of complexes [and I of the
respiranTy chain [56,37], and the cardinfipin coment of the imme
muochond rial membrans [55| Ther elowe., dhe rqmr:d defidmcy
i minchondrial respimzion and the dectene i candicdipin
candent of R1H cells may mofandy mpan die regolation of
mitachandial HayCly prodacgon and olimasedy conmibme o dhe
Tafhwre of RIH cell 1o oif i In g with this
hypothesia, 202 production was fmi'p :mm: in R1H cells
metoced 1o differenmuie which comimeged with the decresse m
I lewvel accormg af the omeet of differentiaion in LE&FS
mrychise. Hovever, supplemenmtion of RI1H cells with N-aend
r.mr..:[mﬂ:ﬁﬂmm:hml moeiecule, dx] nol rescue the
Fadure of R1H cdb o diferemiate, mggestng that avher Boinm
st conmibrme w the Gihoe of B 1H cdfiz 1o diferennae.

In sEmmary, we demified a minchondrial respitanry defi-
cency in R1H rhabdo mycsarooma ek thas may resul from an
nntiadznce heween mimchondriad protedn expression. and candioe
pm himymtheds A defern in the reguiation of mindmondrial
hingensie  and minchondrial metabofiom may dus be an

& ic mechamsam that mey oommbae 0 the tormoral
behavior of B 1H ¢y, Forhermare, our dan furher esablish
fanctional ks beceeen the regulation of mimchondrial Bogmesis
and the regulagton of myogenic differensiation.

Materiak and Methods

Cell Cutture

Faperiments were perfrmed on rar TAES muscle celly (718 from
DO TeA. Hood, York University, Canada) and mat rhabvdomyesars
coma. mmer cell (gift from D A, Rashe Univerdne Medical
Center Hamharg-Eppendar], Gemmany), The tmmar was derived
from the rhabdomyosmrmma B1H [#], which wis arigmally
derived from the BATI12 tomar [39], Cellh were oulmred in
Drultverrn’s modified Eagle’s medinm (DMEM) supplamenied with
2% el bewine serum and 1% penicillim sreproenyein (PR3] ar
30 and 5% Q0% imoair, in 100 mm pletic dishes Ax f0%
confuence oy were o her m'p-mi:ad or alrpeed m dferenda s
for 5 hoors i DINEMN] I.I“'I‘h‘llﬂ“ﬂi with 2% hores ssrmm and
1'% PS5

Flow Cytometry Analyses

Cels (10° coll/ml] were amabaed on a- FACSDWa (BD
Bimciences, San Jose, CA, TI5AL Before anmafyes, ool were
Fuied o perform messgremens an marphokencally normal smgle
Fving cells (doubiet exchugom and propidicm sodide sminng) as o
Foneatiom of the posigon of el in G 1, 8, and GIM phases of the
cr!ndzjf phl Hoechs 55542 [25]. Cdl avcle was analvzed widh
ModFa ™ %1 sofware, Dan were analyred wing BD Diva™™
505 nr BD Cell Choest Pro o4, 0.2,

fhrdﬂq:cm enmEny, mardhomodrial oo, and minochomdrial
{03 bevel Nomd acvidine crangs (MAC, Sigma), Maotracker®
e Bed FM Invitmngen) and 2, Padichinradimdmffonresssin
diarmae (HL.INOFDA, Invimogm] were med o dewmmine
cardiclipin mmem [24], mignchandrial commem [40] and mitoe
chandriad F08 level [30], respectvely. NACH and FLTHIFDA
stadmings wers perfrmed according 1o [25] with soane modifica.
tiona, MAC and HaIDXIFDA concemimadioms were 2 b for R1H
cels, For Mimaacker® Deeq Red FhE sszining, celis (10°/ ml) were
sureisively incvhared af ¥0 with Hoschst 535582 9 pM,
A min) and Mistracker® Deep Red FM (1 pM, 15 min).

Tmmamcdabefing experimens. Cel imnunareacmvity agaimst
complex [ (Core T and 154 subumis) and ATFP synihase @
(2004) of she yespiratory chan, prolierading cell nouclear anagen
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(PONA, PO, Neabarkern), permoysome proliferasr aomvated
mecepior  (FPAR] ¥: macivainrla (PEC-la 15067, Sama
Crne Bioech FRAR a (9000, Jana Oz Betechnoboe
v, PPARE (-7 197, Samia Ore Boechniodogy] and meronad
i oxide samthase (NOS], se-ffill, Jania COne Bictachnology)

Ruorescence Micoscopy

Mynhl and rhabdenyosarmoma el were culmored on
rowerdfips in DMEM mppiementa] with 2% fral hovine sermm
and 1% P/8. Celb swere sainsd widh NAO 23 desrihed [25].
Flnorescenes was viaalized with an Ohmps inverss ffonreesm
miarasonpe DAL sysem.

Mitochondrial DMA Anahsis

Tomd DNA was exraced from muxle el ming phencd?
chiarn formy baarmyd alcohal (2524:1) followed by athanal precipe
mrin. The comferd of milDNA was calevlated wing realfime
euantimtive PCR by messurng the threshoid cycle ragio (ACH of 2
mimchondrialenmded gene (submnin T of cynchnome oxdee,
forward  SWCTTACAAGACGOCACATOALDS, reawmse 5.
GAATTOOTAGEGAGEGAAG S verais 2 nuckear-encodsd
e (pepichiprobd bomerase A, forward  323-ACACGOCA-
TAATOGCACTGG-R2, rvese 32-CAGTOT TGGCAGTE:
CAGAT-52), maDiNAo-muiclear DNA ratio wene normakived 10
the protein eonenL

Cell Resplation

LAFS and R1H cels were mypamized, washed and fmally
aspended at 3 fmal concentrazion of 2 = 10F celly per ml in senume
free DIMEM. Cell respiraton was messured 2 previoisly
deserihed [13]. Priefly, the el suspensiom (30 pl) was immed-
siely manzerred o & 1 mi chamher of & Clake-npe ocvpm
decrode (M A, UK} maimained at 370 wing & recincye
lating water hath, Baszal cafl respiration @ the xaom of the oxygen
mreumed for migchondrial ATP symtheds, muoehondrial proiom
lmak and morvemBochondnal reacsons, Mywnthiazal (8 phf) was
wmad vy chak pmendal nonemitochmdrial ssones of oovgen
mmurp:im. T me e el riad rﬁpin.lim TRIEL WeTe Il
eral imednificant 23 mynsthizenlinhibiied respiragson was not
detecahie. Fasal sndogennis cowpled repirsiion rae of ceBs was
desrmined by measuring the Bnear rate of oxvgen comsumption.,
Oifigramyein (10 pgf ml) was then added o inhibin ATP symhase
[mamphosphoryiaing repiraion). Cahonyd ovam de-pem Sonro-
matonyphemfhydramne (FOOF wes sequemisly added m
different comesntraginm rangmg fom 500 oM o 900 nM. This
mratom wa spsematically pafomed in order 1o dessmmine the
opimal FOCP concenimson that gives maximal nonplied
reqprinatiom. rate. Ulsing this appraach, milachondrial pregem leak
(rfignTycinsimeendtve  ramination. s, minchondrisd  ATP
'.!,-m.'l'r:m (basal respiration e mine  odigomyCm- TS e
Teqpiradion Tade] and m:hd:md'ni respiraanTy reserve (FOCP-
induced "manimal fnn rate mianns hasml respiration rase]
were determned Ohoypen alibacim was perfommed by adding
Na S0,

Lactate Mexurament
LAES and RIH ool wess culiwed as descriesd ahowe m
100 mom pllaaic dishes. At the end of dhe coltore period (72 hoam

References

L Coope 5H, Rusucks Sk (0 Cellnbir sod molecier sguisona: of susde
wgearmcm. Paami R 845 20-0
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fowr el I proffeaton and 56 henms for cells in dfferemiation
medium], cells were ringsd, trypened and nonhered. Lar@te
comcmT atom were determined on cnlmre media olrainead 2 de
hegiming and e end aof the cubture pericd by wing an
elecmnchemical anahser Y3 2300 STAT PLLIS (Yellaw Springs
Insmrnmens, Yellow Springs, Ohio, THA), Calibration was done
by wing a5 mM gandard bcmie solmion.

Core 2 Subunit of Complex il and ATP Synthase a
Protein Content in Cytosolkc and Mitochon drial Fractions
Mitochondriad and owoeolic factone from LAES and B 1H el
were prepared using the MITOISO? B (Bigma) flwwing the
manifagure’s nsruetom. Poriy of mitachondrial and cyinalic
framinns was syseemarially d by the: i of brmie
defvdrogenass mayme aaniaies aoomrdng 1o [+1]. Fguad amoam
of celln (100,000 amd 200000 cell) were then sparated on 2
125% SDSPAGE. Aler slecmomengder, the membranes were
aturated with 5% (wo) nondar dry milk m Trisetufersd safne
{1 hewar at room peramre) and then incuhased avernight swith
the prunary amibody efher diremed agaimet the Care 2 subamin of
complex TIT (15.4) (110,000 dilmion v ar the AT synthase
a (2004 (1AL v, Comesponding seeondary andbodies
(13000 difugom v were incubaed fo 90 min. Prosin
immunorexTiity was deermined by chemBnmmessance nan.
tification of the dgnald intensity wes desermined on scamed fims
by usmyg NIH mage 1.6 5 Fnally, ciraie symha s activine was aba
destrmined an oiogafic and mdachandnal fraaions [41].

Supplementation with h-Acstd Cysteine

RIH cels were suppiemented with 20 mb Macend cyseine
Bigma) n e colmre mediom mer the emire differenrmtion
period (36 homrs] Celis were then trypsnized and sained with
9 M Hoseln 55342 for 2 cell oyde analysi [23].

Statistics

Daia are means = SE fom 6 independent andore dishes. Mean
difmence hegueen myohizss and rhabdomymareoma efbind],
5 and GE2M was deermined by wing a neoeway analysis of
variaree., Schefe posrhoc ftest was wed do ddemify specific mean
difference. [Inpaired rtest was ussd 1o determine gpedfic mean
diferences benween nopoblasss colnred in gresth and i
differentiadion media Un[nn'td 1 =% was akn wed o desmmine
mesn diference between myohiags m 3] and i the anse of
diffmennagan The alevel of snificance was st @ 01015,
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A This article has original data in the JCB DataViewer Article

hittp:ifjch-dataviewer. rupress.orgfjcb/browse/M1904
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dystrophin defects leading to severe myopathy
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oammalicn target of rapomycin (mTCR) i a key

regulator of cell growth that associates with

raphor and ricor fo form the mTCR complex 1
{mTCRCT) and mTORCZ, respectively. Raptor is required
for oxidative muscle integrity, whereos rictor is dispens-
able. In this study, we show that muscle-specific inodiva-
fion of mTOR leads to severe myopathy, mesulting in
premature death. mTOR-deficient musdes display meta-
bolic changes similar fo those obsarved in muscles locking
raptor, including impaired cxidafive metabolizm, oltered
mitochondrial regulafion, and glycogen accumulation
associoted with profein kinase B/Akt hr‘par-::dh*uﬂnn
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In addition, mTOR-deficient muscles exhibit incrensed basal
glucose uptake, whereas whole body glucose homeo-
shasis is essenficlly maintained. Imparfantly, koss of mTOR
axooerbaies fhie myopathic features in both slow oxida-
tive and fost glycolytic musdles. Moreover, mTOR but nat
rapior and rictor deficiency leads fo reduced muscle
dystrophin content. We provide evidence thot mTOR
confrols dystrophin tronscription in a cefl-outonomous,
rapamycin-resistant, and kinose-independent manner.
Callectively, cur results demonstrote ot mTOR ads mainky
via mTORC1, whereas regulafion of dystrophin is ropéor
and rictor independent.

Introduction

Muscle structure, mass, nod composition are critical for motil-
ity, whaole body metsbolism. ond viebility. Skeletal muscle is
composed of heteropeneous myofibers with distinct metabolic
properts. rates of contraction. and susceplibility to futigue
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A bevehad

{Basscl-Dvty and Olson, 2006; Schinffino et al., 2007) bt ex-
hibils remarkable metsbolic and morphological adaptive copa-
bilities in response 1o several physiclogical fe.g., exercise) and
patholegical (systemic diseazes. myopathy. and aging} condi-
tions. These adaptive processes inclode hyperirophy, airoply,
regenermbon, fiber type comersion, or mitnchonidnal biogenesis.

Az 3 comserved SeoThr kinase, the mammalian target of
rapamiycin {mTOR) is a ceatral regulsor of cell growth by inte-
emting signaks from aetneals. prowth factors, enerpy siatus; and
pavironmentsl stress. mTOR resides in two structumlly and
fupctionally distinct signaling complexes: mTOR complex |
{(mTORC1) and mTORC2. The raplor-contsining complex
mTORC] regulstes a vast mage of celluler activities. including
trapscriplion, \ransiaton, nbosome hicgepesis, and smophazy
(Willschleger ot al., 20067, A key cellular substrate for mTORC
s the ribosomml 56 kinase (56K 1), which is phosphonylned ot its
hydrophobic motf residoe. Thr380. The siciorconigining com-
plex mTORCD is proposad {0 regulste octin organization. More-
over, mIPORCY is ose of the kinases nble to phosphorylate
PEB/AKL on Serd73 Jacinbo et al., 2004; Sarbazsoy et ok, 2004,
Bentzinger at al.. 2008

Under acise ireaiment, rapamycin is thooght o selec-
tively inhibit mTORCI Conversely, mTORC2 &5 considered
mpamycin insenssive. although prolonged tresiment dismpls
m TORCT assembly in cortain cell ines (Sarbassoy ot al, 20065 In
adidilion, the recent develepment of the ATP-competitive inhibitor
Toennl, which suppresses both mTORCT and mTORCZ, allowed
the  identification of Epamycin-ressnnt mTORC]-dependent
fonctions required Tor cap-dependent translation and sEppression
of nuinphagy (Thoreen at al, X080

Rapamycin-sensitive mTODRCI functivas have hoea
shown to be required for muscle growih (Bodine e al | 2001;
Rommel 2t al., 2001 Ohanna e al.. 2005) a5 well as for the
matntensnce of mitochondsial oxidative function by directly
meeulating mitechondrial zeno expression through the control

= WOLLINE 1787 « NLUWBER B « B0

Mo Mo oM oM
g | ek

of 2 YY1 (Yo Yarg 1PGCLa ranscriptional complex
(Conningham ol al., 2007}, Consistent with this, muscle-specific
innctivation of the mTORC] component raptor in raplor mas-
cle knockout (RAmEO) mice leads to muscle atrophy, im-
paired oxidalive capacity, and increased plycogen siores.
resulting in dysrophic features thot were most promdnent in
oxidative muscles (Bentzinger et al, 2008}, In contrasi. the
miscle-specific loss of the mTORC2 compenent rictor in
rictor muscle kpockout (RImED) mice has minimal impact on
miscle physiolesy (Bentzinper ot ol 27008; Kumar at al |
2008), and roptonirictor mascle double koockomt (DmEO)
show similar patholozical chanzges ns RAmMKO mice. Thase
studies seggested that mTOR functions in adolt skedetn] muscle
require oaly mTORC] {Bemtzinger et ol 3008). However, there
iz evidence that some functiens of mTOR, such as the activa-
tion of terminal oligopyrimidine mREMNA translation. could be
independent of mTCRCT and mTORC? (Patersky-Polischok
et nl, 2004,

The aim of this study was to determine the physiclogical
functions of mTOH in differentisted mouse skeletal muscla.
Becatse conventional mTOR knockoul mice die during carly
embryogeaesis (Gangloff et al,, 2008; Moemkam: ef sl 2004),
we peperabed muoscle-specific mTOR knockoot (mTOR
mice. In this study, we show that these animals develop a
severe myopathy, displaying features of mascular dystrophy
{MD} and metabolic myopathy, leading o premature death
between 12 and 38 wk of age. Although the metabolic aliera-
tions are simmlar between mTOR ~ and BAmEOTDmED mice,
mTOR deficiency more severely affects musche contractile
properties. In addition, mTOR - mascles. in contrast to RAmED
and RImEO muescles, display reduced coatent of compo-
nents of the dystrophin—glyooprotein complex (DGCH
Fimnlly. we demonstrate that mTOR corrols dystrophin trans-
cription in a cell-autonomous, mpamycin-rosistant. and kinase-
independent manser
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Toble | mlOR- mice exhibat reduced body weight associated with o sirong reducbion in the mass of fesi-twitch ghroobfic musdes.

Voriobls Conirol IR % Contral
Body waight (g} 1741 £ 105 15:85 = 1.37° %10
Schous weight img) 497 £ 064 500 =041 101.4
Salgus/body waight fng/gl 028 = 003 032 = 0038 1143
& wuight [mg) 093 £ 3548 34.54 = 2707 M3
Taubody weight Img/g) 1.78 £ 0.22 1.55 = 0LD4° ar1
G weaght fmg) 7lL13+£573 5527 = AT 1
G body waight img g} 408 £ 036 155 = 007 848
PLA veaight jmg] T0.81 £ 0,53 837 =085 774
Mavbody waight lmg/g &2+ 003 0.53 = 0.06° 855
Lrvar {mgl B&8.26 £ 33 FT B51.84 = 10275 a1
Liwar/bady walgh img/fa) 50.05 = 4. 50 53,89 = 3.4D 1373
Fat pod walght {mg| TO5TE = 4015 2B473 £ 2012 w69
Fal pod/hody weight jma/g) 16,98 + .90 1808 = 1.15 104.9
Haarl waight (mg] 12062 + 049 114.17F £ 9.07 4.7
Heort/body weight jmg./g| 695+ 068 Fi1=050 1029
'-‘nlm: ora for fewic.old conrol and mTOR Semaola mice. Foi dalo includay ceoman, wering, and reropertionsal fot pody. Dofo mdicots mean + 30 n> 5
mACE g N

'P-:ﬂ-inrpl

F QOS5

Results However, the redaction in mTOR-TA muscle mass was assoc-

Muscle-specific Insctivetion of mTOR leads
o premsture desth

To imvestizate the role of mTOR in skelein]l muscls develop-
ment and fanction. we developed a conditiona] mTiR pene
inactivation strategy based oo the Cre-loxf system (Fig. 1 AL
mTOR™ ™ mice were crossed with humas skeletal muoscle
wx-motin [HSARCre mice in which Cre-mediated rocombination
Docars i postmitedic meyofibers but not in satedfite czlls (Micoke
ot al, 2003}, At birh. Cre-posstive mTOR™ ™™ (mTOR ) pugps
ware vizhle, bom ot expecied Mendelian ratios, and Endictin-
guishoble from their coorol litermates. PCR - analysis con-
firmed the efficient deletion of the mTOR allele specifically in
skeletal muascle (Fig. 1 BY At ~4 wk of age, the growih raie of
mutant enimals stared (o decrease (Fig. 1C). By the age of 13 wk,
muinnt mice stafed 1o develop spinal deformity, which in-
creased with nge in the form of kyphosis. 8 sign of muscle weak-
ness, socompaniod by breathing difficulties and abnormal posture
of the hindlimbs (Fiz. 1 Dl mTOR - mice eveniunlly died be-
tween 22 and 38 wk of aze (Fig. 1 Eb.

mTOR mice develop 8 progressive MO

We noxt chamcterized muscles from mTOR  mice by morphio-
metric and histological examinations. By the nge of 6 wk, the
body weight of mTOR  mice was reduced by o~10% compard
with controbs. This reduction could be atiribated o a strong
decreass in the mass of fast-twitch glycolvtic muscles sach ns
tibeakis anterior (TAL gastrocnemius (GO, and plantaris (PLA;
Table I Im contrast, the mass of the slow-twitch oxidative soleus
mussk: was not siznificantly affected by mTOR deficiency and
was oven incieasad after normalization to body weizghl OF note,
the weright of other organs remmned unaffected in mTOR - mice.
At this age, fiber member was oot significantly different betwaen
mTOR - and control muscles {unpablizhed datn b, excluding hypo-
plasia as the cause of reduced mass in fast-twitch muscles

ated with a 24% docrease of the mean cross-sctional area (C5A),
whereas mTOR - soleus muscle displayed s 6% increzse of the
mean C5A (Fig 2 AL Inaddifion. mTOR  muescles shiwed char-
acieristic dystrophic festures that were exacerbated in oxidative
muscles (Fig. 2 Bl These included degeneration with phago-
cybosis apd momonacizar cell infifiration (Fig. 2 B, green amows),
vartation in fber size with small strophic fibers (Fie. 2 B, yellow
wroras), interfiber conpective tissue (Fg: 2 B, thin amvws), aad o
marked number of epenesied muscle Gbers with centrally 1o-
cated mucks (Fig 2 B, black amows) that increased with nze
{Fig. 2 C}. Ongoing muscle regenoration was further confirmed
af the medecular level by the activation of the expression of peri-
ootz muscle myosin heavy chain (MHC) MyHE, IGE-11 and
myogenin (Fig. 2 Y. Dystrophic hallmacds were promineat in
the digphmem. which additisnally showed fbeesis (Fig. 2 B, as-
terisk) and faty infilration (Fg. 28, red amvws), suggesting that
respimiory fniloe mizhl be the cawse of premamure denth

To examine o polential refationship between the promi-
ment dystrophic features in oxidative muscles and fiber tvpes,
we analyzed the composition of MHC isoforms in whole mus-
cles from f-wh-old mace. In saleus the shift was from MHC-2X
toward MHC-1 (Fig. 2 E and Fig. 515 ia TA from MHC-2B 1o-
ward MHC-2X and -2A (Fig- 2 F), and in PLA from MHC-2B
toward MHC-2X and MHC-1 (Fg. 2 G). Therfore, loss of
mTOR induces s significant shifi toward the expression of
skowar MHC isoforms. indicating contractile dysfunctions i all
types of muscles.

mTOR deficiency more severely sMects
muscie functionel propertes than loss

af raptor

To nssess the fuoctional consequences of mTOR inactivation
in skeletal muoscle, the muscle contractile performonce was
analyred in resporse (0 nerve pndfor muescle stimulntion in
O-wk-old mice (Tabde T Both absolute maximum tetamic (Po)

mTEOA daficianoy neds o eavers muecUion dycirophy « Flisson ot @
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and twitch (Pt forces were significantly decreased in mTOR
sohens and TA muscles compared with control muscles. Stim-
alation of mTOR ~ TA direcily or via its merve gave rise o g
similor reduction in phsolute Po, indicating thal neurotrans-
mission was e 2liered in mTOR - mice. The reduction in
force production was more pronounced in mTOR™ TA be-
cause of the large decrease in muscle mass observed in fost-
twitch muscles. Indeed, when Po was normalized for TA
musch mass of for soleas muscle CS5A, the specific maxi-
mum teienic force (3Po) was reduced to (he same extent (by
=30 im both mTOR - TA apd soleus muscles, fartber ind:-
caling thal musche weakness of mTOR ™ mice 15 not enly

BE= ACH « YOLLIRE BT« M IMBER B « B0

MHH WHMLTE RHCTE AR

caused by a loss of contractile muoscle mass. In contrast, foes
of replor in musches from nge-matched RAmMED mice did not
significantly alter sPo.

Moreover, mTOR - musches contracied and relaxed slowly
ns shemen by the increased time to peak twitch lension (TTP)
and one-halfl miaxation time (KT ), which is consistent with
the MHC distribution toward slower isoforms. Fomhermore.
mTOR  soleus moscle was twofodd fess resistant to fatigoo
(F2¥%} than control muscle, whereas RAmKO muscles were
meoae resistand {0 fatigee (Heptzinger of al, 2

Wi next tested whether mTOR or mptor deficiency tm-
pacts maisanc: to contmectica-induced ingury in sifu by subjpecting

040 BE Wy uo o ssmon ool Wog peproiuses
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Toble I Comparisan of muesde file properties b miOR - ond RAmKD mice

Mice: Control mT R/ RAmKD % Coaird

Solews musde

mTOR
Mo [mgd 7z D4 75+03 Q8.7
Po [mi}? 1416+ 322 1043 & 3407 Fid
o mM/mmf 1879 £ 42,0 134.5 £ 371 TL&
Pt fm] Hd 317 162 +4.1° abd
TIF |ms[" E27x11.1 1715« 738" 2074
ETS0% jmsf” 1317 + 453 754 £ 7282 2850
F20% fmsl® B5.1 2 145 411 2 189 403

Ropior
Mo [mgl 71 +0% 6509 Qng
Fo [mbd}? 155.6 2 244 T4LF £ 11.0 1.0
o [mM/mm 2115 =387 2124 £ 193 1004

T8 muacke:

mIOR
Mo [mgd 513 X7 FH ar2
Po [mid}? 5343+ 1007 3270+ 554° a1g
Fo [mbp SEF1 2790 507 £ M B° &34
o |mMy/mgP 151 £2.2 10 L& 710
P jmidF 10&d4 + 258 405 & 95" 567
TTF |msf* I5+2.4 42 4 £93 124 6
ET50% jmsf J32+348 580« 10.9° 1747
Exafici {3 —-12.7 50 -5&0-¢ T2.9° -3£009

Rogior
Moy [mgl Al D24 3EF17 BES
For [mh}* 6071 = 357 4970 £ 55 aLe
o [mblmgf 49+ 1.4 13818 915
Elcfacit {5 -120+3.5 -122+ 7.3 i.5

Muscls comraciia pr-nﬂmn: of Pwi-old mTOR ond roplor mice wern ougssed by recording 1somenrkc oo |

Io mincricg] tnuison. Tha deoin

n
WIND M muac mm,h,fqhﬂﬂ?iﬁmﬂmhmmﬂrrdmmmﬂlqm%ﬁhpﬂwdmmr ng
mpaliiva accenfric cortrocions |dafic®. The doio Indiozio maon = 50 in = 4 mico/groug].

o plocirical sieulotcn
Pxderw slacinical simulalion
P 005
F < 201

TA muscles to o series of high stress muscle-eccentric contme-
tions. Imporanthy, loss of mTOR bt not of mptor resulied in
increased force deficit, indicating a higher suscepbbility o
infury of mTOR ™ musche. Collectively, these dafa show that
mTOR defciency more severely affects moscle contractike
properties than loss of rapior

mTOR- muscies display reduced levels of

DEC components and nduction of utrophin
Maost forms of MI} anse from mutations in the DIGC, which
provides & physical link betwesn the extracellolar motrix and
the infrocellutar cyloskeleton (Durbeej and Campbell, 200250
Force deficiis afier eccentric coatractions are a functionnl hall-
mark of dystrophin-deficiest muscle (Watchko et nl | 2002
This -chzarvation prompied us to examine dystrophin levels in
m Tl muscles. Western biot analysis revealed a stromg reduc-
tioa in muscle dyserophin comlent in &-wk-old mTOR  mice
{Fig. 3 A and Table 1), In Docheane MDD (DMID) and the madx
moiese model for DD, loss of dysirophin & associsied with the
comcurrent down-regulnfion of sther DGC members {Ohlendieck
and Campbell, 1981} and with a compensatory up-regulation

of its autcsomal homologee otmphin (Tinsley ot al, 1098)
mTOR - muscles also showed decreased expression of several
GC composents. inchiding B-sarcoglvean and g-dystrogtycan,
and induction of utrophin (Fig. 3 A and Table 515 Dystro-
phin content was ferther reduced in mutant seleas and TA mus-
cles frem 1 1-wk-obd mice, reaching 13 and 17% of the levels
in control mascles {Fig. 52 and Table 52). In contrast. expres-
sion of caveolin-3 nnd calpain 3, whose deficiency leads to ad-
ditional forms of MD (Watchko et al, 2002), was sizgnificantly
up-regulsed .

The DG plays o major rode in egulating membrane in-
tegrity, and ite loss leads to sarcolemmal fragility snd perme-
ahulity {Straob et ol 1997). However, the overall sarcolemmal
inbegrity of quiescent mTOE - muscle fibers was maintnined
because rare muoscle fibers exhibited Evans blue dve opiake
(Fig. 3 B}, and elevaled creatine kinnse serom levels were mot
detactad in mTOR ™ mica (not depicted). Importantly, immuno-
fluorescence onolysis showed that resideal dystrophin was still
presenat abong the sarcolemana of the noncentronoclzated fibers
(Fig. 3 C). Thas, if is likely that ressdusl DGC maey modulnte
membrane damage in mTOR - muscles.

mTOA daficianoy neds o eavers musculon dychroptvy « Floson ot o
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Figura 2

Reduced DGT amewont and utrophin Dlaphragm
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it fed o & rapid and
strong down-regulation of the dystrophin profein. These ne-
sulis demonstrate thot the mTOR cell sutoromously regulates
dystrophin levels

We next nssessod whether redoced dvstrophin condent re-

aca-indepgandent 3 g =)

To pain beter insight into IJ:. regubsticn of dystrophin by
mTOR, we performed mTOR kEnockdown in primary myo-
twbes derived from mTOR™ mice infected with Cre-expressing
mdenovinus (Fig. 4 A). Althoogh mTOR inactivation in col-

flects changes ai the mEMNA levels. In colivred mTOR - myo-
thes and muscles, mRMA levels for several DGC componenls

tered myotobes did mot prevent terminal differentistion os
shown by the induction of the late myogenic differeatiation

wenz significantly redueced as compared with control levels,
indicating possible tanscriptionnl defects (Fig. 4. B and C).
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Figura 4. mTOR controls dystrophin expres-
sion. &) Time cowrsa for mPOR Inocthvabion,
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In contrast. no change was detecled for dysferlin, whereas
cavieodin-3 nnd orophin were up-reguloted.

Becouse mTOR was shown to internct and positively
repilate the activity of the transceiption fector YY) in myo-
trbes (Cunninghom et al, 2007 and Y'Y | was shown io bind
ther dy strophin promoter (Golvagni et al, TRORY, we hiypothe-
sized that mTOR should bind to the dystrophin promoter.
To test our hypothesis, we performed chromatin imnomeno-
precipitatioa (ChIP) enalysis oo TA muscle from control mice
{Fig. 4 D). We found that mTOR is boond o the promsser of
the dystrophin geae ot the same extent as RMA polymerase 11
whereas il was nof bound to the dysferlin promaoter. These re-
sults strongly sepeest that mTOR direcily repulates the dys-
trophin promoter.

Wi next determined whether dystrophin regulntion in-
volved rapamycin-sengitive mTOR fonctions and mTOR
kinase activity. ln cultured C2C12 myotubes and mouse soleus
muscle, ogither mpamycin oor Toriol treotment reducod
dvstrophin mRMNA levels, although both mTOR inhibifors
efficiently inhibited mTORC)] signaling (Fig. 4 E). Consis-
tently, overeapression of 3 rat mTOR wild type or mTOR
kinase dead into the TA muscle of mTOR  mice by in vivo
DMA  electroporation  significantly increassd  dystrophin
mRMNA levels by 2.1 and 2.5 fimes. respectively, as comparod
with conirol (Fig. £ Fi. In agreomeat with these observa-
tions, dystrophin levels were not redaced in muscles lacking
raptor and nictor (Fig: 4 G). Collectively. these findings dem-
opsiraie thal mTOR controls dyvstrophin expression in a
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rapamycin-resisiant and kinase-independent manner inde-
pendently of raptor and mctor

act x 3 PHEAKT

We next :r'n-:-51.-_u||.d Ith. COMBRUENCES -.‘| mTOR deplstion on
signal trmasdactica in muinnt muscles. Western blot anakysis ne-
vealed that mTOR prodein level was stroagly decreased in mo-
met muscles (Fig 5 A and Table 53} Residan] mTOR expression
fikely prose from ronmuscle cells us well as from cells in which
the mTOR allele was not recombémed, including newhy repaired
muscle fibers and salellde cells. In contrst, expression of the
spacific mTORCT and mTORC2 components, raptor and rictor,
respectively, mmained enchanged. mTORC ] and mTORCT ac-
tivity in mulant musches was next assessed by monitoriag

phosphorylation of 56 and PEBSAKL respechively. Decreased
phosphorylotion of 36 was consistent with doan-regulation of
mTORCL. Sarprisngly, phosphorylation of the mTORC? down-
stream torzet PEA/ALD was stronzly increased on Serd 73 This
obsarvation implies the exisience of 8 distinct Kinase from mTOR
ahiz &y phosphonylate PR Akt at this residoe as previoosly sug-
gested (Bentzinger et al, 2008). In addition, PDVE | -dependent
phosphoryloton of PKBE/AKL on The308 was also increased. In-
creased PEBAKE sctivation in mTOR - muscle could resuli from
the suppression of the inhitdlory feedback from 56K on insulin
signafing. The nepative feedback imvolves S6K phosphorylation
of [R5-1 leading to its degradation, thereby suppressing insulin
signaling (U'med al . 2006). Consistent with the loss of negative
feedback. IR5-1 prodein levels were stromgly increased in
mPOR - muoscles (Fig 5 Ak Inlerestingly, hyperactivation of
PEB/AKE was accompanied by an ep-reguistion of its protein
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level, @ feature thot has been previously reporied in both DMID
i mly mwscles, imespectve of the muscle pathogenic stafe
(Dopraet ol 2006). Consistertly, immuenostaining for PEKRAKL
{Fig. 5 B and P-PER/AKS™ (Fig. 5 C) was sironger in regener-
pling centropucleated and nooregenerating mTOR  maschke
Bhers compared with control Rbers.

PER/AKL has boea shown to phosphorylate and inactivate
the forkhead box transcription faciors FoxOl and Fox03,
theneby biocking the tmnscnplional up-regulation of the atroply-
relaied penes MAFRX and MoRFI {5ttt et al, 2004}, Consis-
tent with FERSAKL hypemactivation, both MaFbX and MuRFI
mBMNA were down-regulated in mTOR  muasches (Fig. 5 1Y, in-
dicating that the strophy observed in mutant muscle is ot a550-
cintad with activation of the uhiquitin prodessome pathway. In
addition, PERIAKL phosphonylates and fnactivates GSK3,
nn inhibitory kinnse of glvoogen synthase (Cross et al | 1907}
Accocding by, phosphorylation of the regobatory residses Serl in
GEK3B andior Ser21 in G5K5a was increased in mTOR - mas-
cles (Fig. 5 A,

m mICE musdes Bar, 400 pm B Guon
#hicofion of muscle giscogen conlend [n = 5
sample 5ot (T ond Of GP ond

activity In sclaus ) ond TA {0 mus-

AT

das jconkol, A = 5; mTOR", n = 4, [E] Rl

e mRAMA vels of the Indicoted

anzymas in mTOR - mosdas jn = 5 s
Gluanhficaron of ﬂmsﬂwnﬁm&-

Eﬁﬂmmﬂﬂun&mﬁﬂﬂ mica.
|5} Guosithcation of intmmusular locioia In
canircl and m10&" mice. (H] Enhanced basal
glucosa wpraks in isololed sclous mesda Eom
Swhald conkol and mIOR™ mice [n = 54
mica). [F ond G & = & sompla seke HE, beon
brosa * P« DU05; *%, P < 001; *** Pa
0,007, Dala indioaie mean = SEM,

Loss of mTOR esds to Increased muscis
glhucose upteks and giycogen sccumulstion
Inactivaticn of GSK3 by PEB/AKL was shown (o promote
glycogen synthesis (Cross et al. 1997), saggesting that gly-
cogen synthesis might be increased in mTOR - moscles. Con-
sistent with this, persodic acid Schiff staining demonsirated
thot glycogen contenl wos strongly increased in mTOR
muzscles {Fig. 6 AL Quantification of glycogen levels showed
a 2.3~ 7.5-, and 4.3-fold increass in mTOR  soloes, TA. and
PLA muscles, respectively, as compared with control mus-
cles (Fig. & B). We next assessed whether increased glycogen
contest in mTOR - muscles conld also reselt from diminished
glycogenolysis and slvcolytic capacity. Indeed, the activity
of glycogen phosphorylase (GF), hexokinase, phosphofuc-
tokinase (PFE). pyrovate kinose (PE), and lactate dehydrog-
gnase (LOHG was consistently redoced in mTOR - soleus
(Fig. 6 C) and TA muscles (Fig. & D). In addition, reduced
activity of glycobyfic epzymes in mTOR  muscles was asso-
ciated with a sigrificant reduction in their expression (Fig 6 EL
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Consistani with diminished glycolytic Bow, reduced levels
of glecose-6-phosphate (Fig. 6 F) ood lectste (Fig. 6 G)
wirte measured in mTOR - muoscles. Imponanty, this de-
crease was 1 cansed by defects in plucose optake becanss
hasal 2-deoxyglocose optnke was even increased 1.2-fold
into isodated mTOR - soleus muscle oompared with contrals
(Fig. 6 HiL

mTOR deficlency in muscle siters
mitochondrial regulation and

ouldetive capecity

Al the macroscopic level, mTOR - muscles appearsd paler
than control mescles. This was padicelarly stoiking in
mTOR -~ soleus muscles, which lacked the red color charac-
teristic of oxidative muscles (Fig. 7 Al Morsover, staining
for succinnte dehydrogenase, a marker of mitochondrial
camplex 1L, was weak in mTOR - soleus fibers to the extent
thut the differeace in oxidative activity classically observed
between fiber types was barely dotectable (Fig. 7 B). Thesa
observations sugzesied changes to have taken ploce in the

JOE « WOLLUME 1857 « MUMEER 8 » 2008

W Canigd
TR

B AL ]

metabelic properties of mTOR  solews muscle Recent evi-
dence indicates thet mTCORC] controls mitochondrial bio-
genesis and respiration, notably vin YY1 and PGCla
{Cuoningham et al . 2007; Bentzinger ot b 2008} [n agresa-
ment. measurement of citrate synthase activity indicated o
twofold reduoction in mitochondrial content (Fig. 7 C), and
the expression of several geaes involved in oxidative metabo-
lism was markedly reduced in mTOR  solews masche (Fig, 7.
D and Ej

To investigate the consequences of mTOH inactivation
on intrinsic oxidative cepacities in soleus muscles, we ans-
Iyzed milochondrinl respimation aad function in’ soponin-
skinmed fibers with oonlimiting amounts of substrate and
oxygen. Consistent with decreased mitochondrial content in
mTOR  soleus. the rate of oxygen consamption in muscle was
diminished both in the absence (hasal} or presence {maximal)
of ADP, whereas the mtio of maximal to basal respimtion (ac-
ceplor coatrol ratio) was increased (Fig. 7 F). These resalis in-
dicate that the lack of mTOR in solees muscles reduced the
maximal capacity of oxidative phosphorylation, whereas the

0L0Z B2 Weiy uo fio sswidh ool Wiy papEGILNGS
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A B Figurs B. Glocose homeosiosis ood meulin
150 L p— i in mTOR~ mice. [4] Fasing and fad
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; c {0} Insubn hoferonca few on mTOR ond coniol
5 E 04 mice |n = 8 mica/groeg]. **, F = 0.01. Daig
E maan + SEM
-] 0 '
ol L oL M 1
Foa Fasiing Fisd
W Coniesd
£y refcn
<] 3 o) |- 1) 124 o 3 &0 il 12
Tiemes b pnchon Tatws alved ipection (imu)
counpling efficiency between oxidotion and phosphiorylation Discussion

was improvid. Mitochondninl fonction depeads on its seasitiv-
ity to ADYP and creatine, which differs in oxidative and ghyco-
bytic muescle Ghers (Kuznetsov ot al., 1994). In cxidative Gbers,
the apparent Km (Michaelis-Menten constant) for ADP is
high and is decreased by crealineg as 8 conseguence of the
fonctional conpling of mitochondrial creatine kinase to ATP
production and energy transfor (Fig. 7 G). Sorprisieely, in
mTOR - soleos muscle fibers, the apparent Km for ADP
was wmsually low and remsioed vpaffected by creatioe.
Allogether, cur findings demonstrate that kess of mTOR not
only affects mitochondrial biogenesis and oxyges corsump-
tirn. bt additionally keads to profound changes inlo the mito-
choodrin metabolic properties of oxidative fibers. which shame
charncteristics with those of glycolytic fibers. However, intra-
muscilar ATP copcentrations were not sipnificantly reduced
in mTOR  muosclas (Fig. 7 HL

mMTOA oeflciency In muscle does not Impasir
whols body QlucosSE homeostass

We next investigated the effect of mTOR deficiency in skeletal
muscle on whode body glicose homeostasis. In the fasting staie,
mTOR - mice hod significantly lower glocose levels (Fig. § A),
which is possibly the result of increased hasal glocose wptake in
skeletal muscle (Fiz. & H). However, the glecose and insalin
concentmiions in the fed state and the insulin level in fasting
mice wese nof statistically differeat between mTOR  end con-
trol mice (Fig. &, A and B), suggesting that ghecose tolemnce
nad insufin seasitivity wene nol affected. Coasistent with this,
m TR and control mice showed similar responses duning the
glucose iolemnce fest (Fig. 8 C) and the nsulin tolemoce fest
(Fig. 8 D). Collectively. these resulls indicsie that mTOR func-
tioms 1a skeletal muscle are not cracial in controlling whole
body plucose homeostasis.

To determine the physiological mbe of mTOR in postnatal skel-
otal muoscle, we pepemated muscle-specific mTOR kaockon
mice (mTOR b wsing H3A-Cre mice expressing Cre in post-
mitotic myofibars but not in satallite cells (Nicole ot ., 20031
Our stisdy reveals that mTOR deficieacy in skeletal muscle
leads to metnholic changes resoling in glycogen sccnmulation.
Specifically, these chanpes inclade an increase in glacose op-
tnka and glycogen synthesis associated with redoced glycogen
Breakdown throuzh elyecosenclves and slyoolviic and oxids-
tive pathways, Owr in vivo dats sepport aed extend findings of
previoas in vitro siodies (Hardwick ef al, 19959 Peag ot al,
20002; Edinger et al.. 2003; Schieke et ol 2006 Coaningham
el nl 2007}, Indeed. mammakian cells tansfected with mTOR
or paptor shor hairpin R NAS or ireated with mpamycin demon-
strale nMessd plycolysis and oxidative metabolism nssociated
with & paraliel change in geas expression. In additica. mTOR
inhibition by rapamycin abrogated the PEBE/AK-mediated
induction of glycolylic epzymes in o constitutive PER/AK
muring model of prostaie intreepithelial neoplasia (Majumider
et ol 2004). Fizally, mTOR pod raptes have been shown io
directly regulate mitochondrind bicgenesis and oxidative fonc-
tivms throagh the control of 3 YY I-PGCla ranscriptional
comgplex. (Cunningham et al.. 2007). Our shedy further reveals
thiat defciency in intraceflular energy transfier could be an sddi-
tionnl mechanistic basis for the mitochondrinl alierations in
mTOR  muscle.

However, intmmuscular ATP levels were preserved in
mTOR  mice Similarly. ATP concentmtion was not changed in
cells treated with mpamycin, despite kower rates of cxygen con-
semption and glyoolysis (Cunninghom et al., 2007). Albough
glucose metabolism was pltered, baszal glucose optake and gly-
cogen sypthesis were increased in mTOR - muscle. Thess affects

mTOA oeficany eeds b eevers musciiar dystiropiy « Fliisson at =
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e probably medinted by the hyperactivation of PEB/AL
in muiant miscles. Increased basal glocose epiake in muscle
comald possibly contribate to the lower basal glocose levels in
mTOR - mice. However, ghucose toedemnce and insulin sensitiv-
ity were not affected in mTOR - mice, indicating that muscle
mTOR does not play & crucinl rode in controlling whole body
glucose homeostasis.

Diecreased oxidotive capacity. alterad mitochondrinl reg-
alation, glycogea sccumulation, end hyperactivation of PER/
Akt were also reported in RAmED but not in RlmEO muscles
(Beatringer et al, 2008, indicating that mTORC] dismption
likely accounts For these changes in mTOR - muoscles. Although
glyoolytic pathways were not investipated in RAmEC mice,
our chservations stroagly sugpest that plycolytic copacity is
also redoced in this model. Hyperactivation of PEB/AKE in
mTOR - muscle is associnted with reduced mTORC) signaling
and increased IRS-1 levels, indicating that this festure resulis
from the boss of the well-dooomented S6K-medialed inhibitory
feedback on IRS-1 (Um et al, 2006) as observed in RAmKO
musele (Bentxinger et al, 2008} In addition, the persistence of
PER/Akt phosphorylation on Serd?5 in mTOR - musch is
remimiscent of muscle lacking both mptor and rictor but still
contniming mTOR. Thos, our observations confirm ood extend
the findings by Bentzinger of al. (2008} that skeletal muscles
express & kinase distinct from mTOR that is able to phosphory-
Int: PERSAKL on this siie. 1o line with this, addiiional Knases,
designated as PDKT kinases. have been proposed o phosphory -
Inte Akt on Serd72 (Bayascas and Alessic 2005). Despile
the hyperactivation of PER/AKt in raptor-deficient mupsches,
FAmKD mice exhibited alterd glucose tolerance (Hentzinger
et pl.. 204081 11 is oot clear of presest how mapbor and Gictor
(Komar et al., 20081 but not mTOR inactivation in muescle gen-
prates glucose inkderance.

In addition, we show that loss of mTOR in muschke resufis
in 0 propressive muscle myopathy similar to that chserved in
RAmMED mice (Bentringer et al_, 2008). However, muscle pathol-
ogy is exncerbated and extended toall tvpes of muscles inmTOR
mice. Forexample, mTOR - muscles contain op to 35% of mgen-
erating fibers, wherens the proportion of mgenemting fibars
remainad very low m RAmED mice. Moreover. mTOR deficency
severely affects the functionnl properiies of slow- and fast-twitch
skeletal muscles, whereas the contractile properties of the fast
ghveobytic extensor digitorom lonpus moscle wers mainky spared
in RAMKC mice. Finally, the sPo remained opalkered in moscles
from RAmEQ mice. whereas it i= meduced by almost 306 in
mTOR  muscles, thes demonstroting thad muscle weakness of
mTOR  mice is not only comsed by a loss of moscle mass.

A possible explanotion for the mone severe myopathy in
mIOR mosck is owr Gnding that these muscles sdditiosally
exhibit redoced levels of both dystrophin and the entire DGC. a8
feamre that is observed neither in RAmKO por RImED muos-
cles. Coasisteatly with this findine. mTOR ™ muscles display
severn] features reminiscenl of mdx and DVD muscles. At the
molecular level, these inclede the sp-regulation of wirophin
(Tinsley et al, 1998), caveodin-3 {Repetto of al, 1900), and
PKB{AKL protein levels (Acharvya et al., 2005; Dogra at al, 200¢;
Peter and Croshie, 2006} Finally, the fonclional chamctenistics

of mTOR ~ muscles nre samilar to mdy muscle, as they also ex-
hitit & contractiea-induced force deficit (Watchko of al_, 2002),
In sddition, skeletal muscle from mdr mice generally shows
increased mass ptinboted o the ongoing cycle of dagemeration
and repeneration, producing lasger bt weaker muscle fAbers
{'Walchko et al.. 2002).

However, mTOR - muscles do nof display increased sarco-
lemmal permeability, one of the most charactenistic and earky
features of muscles kacking dystrophin (Straub et al.. 1997 al-
though sarcolemmal fragility of mTOR  muscle is demon-
sirated by the preal force deficils pssocisted with eccentric
contmctions. [mportantly. dystrophin levels in mTOR - musscles
reach ~=]0-20% of those in cootrol muscles. and levels of DGC
cosnpoaents are only mildly decreased, whereas the satine pro-
tein complex i5 lost in DM and mdr muschs (Ohdeadicck and
Campbell, 1901} Therefore, it is lkely that residual sareo-
lemmal DG or atrophin—ghy coprotein complex modielais mem-
brune damage of mTOR ~ muscles (Peter ot al, 2000, In fine
with this, studses on mdr mice trealed with gentamicin have
demomsirated that [(-20% of dystrophin kevels are sufficient 1o
restore the assembdy of DG and can afford sigrificant bt not
cosnplete profection againet inpury (Baron-Davis et ol | 1000}

Wi also provide evidence that the reduction of dystrophin
is based on a reduction of tmascripts. Moreover, we show that
mTOR binds the dystrophin promeder, strongly segeesting that
this reduction is controlled at the transcoptional level. mTOR
controls the transcription of many penes (Peng ed al., 2002). In
pariicalar, mTOR interacts with and positively regulafes ¥Y
transcripticnal activily 1o aclivale mitochordnal gene oxprs-
sion in mysobas (Conningham et al, 2007). Inferestingly,
YY1 has also been shown to bind and regulate the dystrophin
promader (Galvagni et ol 19985 Thenelone, it is tempting to
speculate thal mTOR may positively moduolote YY1 fonction
in myotubes to drive dvstrophin expression. In addition. oar
findings (hat mTOR regulstory function on dystrophin tran-
sCription &5 insensitive o rapamycin are consistent with the ob-
seqvation thol mTOR interscts with YY1 indepeadeatly of
rpasmyycin nmd that dystrophin is not dowo-regslated in RAmKD
muescles. Interestingly, using rapamyein, Akt octivation was
shown to prevent the force deficit induced in mdy muscles by
pccentric conbractions independently of mTOR (Blaanw 2f &l
2008, Cur Anding that mTOR repolates dystrophin expression
in a2 mpamycin-resistanl manner may provide an explanation
fuowr this discrepancy.

We also provided evidence that mTOR kinase activity is
not requred o regulate dystrophin, thes ferther extending the
list of catalytic indepeadent mTOR. functions. Indsed. mTOR
was shown 1o regalste BGF-11 expression and myogemesis via
kinase-independent mechanism (Erbay and Chen, T01; Erbay
ol al, 20033

Codlectively. our data poind toward 2 new and specific role
of mTOR in the regulation of dystrophin expression inoo way
that ix not sirictly dependent on mTORC] and mTORCZ. O
note, down-regulation of dysirophin in mTOR - muscls can-
not be sitriboted io the loss of both mTORCH and mTORC2
functions becawse DmEOD mice neither display 3 move sever
phenotype than RAmED nor the characienstic Akt protein
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ep-regulntion observed in dystrophin-deficient mizscles (Dogra
2t al., 2006). Evidence for mTOR functiions that do not involwe
the contribution of these mTORC: is supporied by o rocent
stody showing that mTOR regulsies terminal oligopyrimidine
mitNA translation in o raptor- end ctor-independent monner
(Patarsky-Polischuk at ol , 200890

In conclusicn. we demoastrabe that the loss of mTOR in
skeletnl moscle leads o o sevece myopathy, thereby further ex-
temding the Hst of disordees related fo mTOR dysfonction. Owr
findinzs underscore the critical mle of mTOR in regolating the
penetic eperioine raguired for the appropriate moimenance of
skeletnl muscle iategnty. About 20% of all myopathies have not
yal been genedically characterzed. whereas mTOR
recapitulate many of the festures of a broad mago of these dis-

orders, sugeesting that alterations of mTOR-mediated processes

contll contribute o thess disordens. Thesefom. the imporisnos
of the mTOR pathway in maintnining muscle integrity provides
niw avenoes of investigation in the disgnosis and thempy of
skeletnl musche pathologies.

Materlals and methods

Animals
T gareroiicn of fha m TOR™ ambryonic sam [E5) danas wsad o undicn-
dylmhmTﬁmmﬁrMmﬁwghﬁdi,
3004). In beiul, o targabing wedar was produced by infroducing o ko st
upshwam of tha mTCR promoiar megion and o nao cossasa twa
[FoxP =8as In the inkon preceding axon 6. To genamke mPOR™ E5 tha
consiruct wos inks 1295Vios ES cals, ond G4A180asisiant
lorss wera for homciogous recombiranion by Soufemn bioking.
qu;rdhhdﬁ"mﬂwmﬂ]ﬂ?‘ﬁﬁmﬁmm
facad 0.8 CFPR1 [Tokoro Bio Inc. 0.2 pg pMWCCra
trorefaction PEFEﬂndcmn GLAGEM), Eilcnﬂ: wprE.ljrg EGFFm
-miurndhlha and ohsence of G418, G41Emnsfive coloni
Eyﬁ] Eimhﬂwugﬂndmmduhhnn!ﬂwnm—
h'L-m‘.d.du.\:,Dmsuh and conloiring the m1OR Boxed alsla wera
pmdmCWﬂHuu:pmbgomm&mm Chimeric mica
wara moted wify CS7BLIGE mica ho generala tha helemeygou: Rosed me
fant {mTOR*) ermling fransmission. Positive F1 oflzpeing weea
idenithiad by PCR and backeroasad weh C57BL 4] mice during Fo
mfﬁaﬂ'ﬂm mTOR ™ mice wore Inforbeod io obion o homo-
rygous metont fmTi fEn mTOR™"2 |roniroli mice wera bred with
mmmugnmﬁummmwﬁ'hTﬂi]mESﬂh
and mice wera
Tha primers wed o hnﬁhnﬁhmﬁllim
CITGAGEIAMIGOCACTATCACC 3] and pd [5-ICATTACCTTCTCAT
CAGOCAGCAGTEDY, ond fa primers io idanify e recombinad mTOR
ollala wara g1 [5-THCATTCCCTTGAAAGCCASTCTCACC I ond pl.
Tinunlmhmprnﬂ:hc[wrﬁmdw:nﬂmndhhtunhu
recridad mocess, apactfic pmh:ﬂmmlmdmbﬂlﬂymhmdu
Meoemale Suparkesre of Lyon v da Biciogle Exporimaniola da ka
Soerts]. All procederss weea performed = occordanca wh naolional ond

Furopean legisiofion on animal expertmeniofion
In wiva dedroporation of mTOR meskant

VaCioes: wWals irta TA mesclas 7 p total DRA In 30
Eglm dm:ﬂgl?dhndnmmﬁmsdenhdm—m
poroiod i-on® ploqua dlactmdaz oz Méptaral

2005, The elecropomied DRLA mixwes conloimed 5 pg of the rat mTOR
pwiid typa or binasa deod) ond 2 pg pRMALGEF, alow.
and microdiseciion for

ChiIP assay
Migusa TA musclas wem incebaiad for 15 min onioe n bufler BB {100 m
KICl, 5 mbi Mgk, 5 mid EDTA, 5 mM Ma pyrophosphaie, pH 6.8, ond

mausches

proteasa inhibiiors] then iranskerad o o 7% formaldahyds sobomon o
15 min af 37°C. Eaodlons ware o by oddison of ghyoina o
0.125 M Bral ard incubomon of 257 foe 5 min. Afaro
cles worn creshied In Brsis boffor & (10 mbA TrsHCE pH 7.8, ,
0.5% WP-40, and profeass mhibitors]. The mixkea wos homogantzed by
iﬂmﬂudMBthdbpuﬁmwujﬂﬂﬂmd4t Tha
WIS FESUS in sty bofier B [50 mM TrisHO,
ECTA, 1% 5D&. and peotemss inhib®ors) incuboied on 1ca
lowead by o Smin contrfhegation at 5,000 mm ot £°C. Tha

on on agarsa gel oher de—crosxlinking. Chif was
hﬁ Eﬁmmmﬂwﬂmﬂ wetth S0 pg chromalin

ord 20 pg anit
Thea orfibodias vsed wera mTO# [Call Sigmoling normal
mouss bgi 12-171; Millpars), ond antt#hA Pol? CTOMHE 1054278,
filiporet. PCR coeditions ween opttmized for eoch coupls of prmars.
The primars usad wars SUAGTTGAACATIATTTGAACTI' ond 5-ALCT
GAGTEAGTCAMCATAGT' for the dysrophin promoter ond 5ACAGT
" ond SCCTROCACCTCTGITCAGGAY! for

megsurements,

Mmﬂammd ambadded In rogacanth gum, and guickly
Emnnh!mpﬂrﬂmunmhdm nifmogan. 1 k saciions wora

orimois uzing Mahomorph sofwore fvartion &.3; MDS
gies). For Immunosiaining, ooss secions were Fusd In ooolons of —207C
peemaahidfizad with 0. 1% Tikn X 100/FRS, ond incebaind with: spacfic

mnbﬂyhﬂwﬁhﬁmfhﬂwmﬁfnm

imory anitbodies wera wsd: dystophin 2
Hmmnq Ak O gg-tﬁngbduﬂugﬁ.udFAhlcnﬂagmb;DEdk
InFEEl:r[ 0.1m we and injacted ink . hzs
ke waro r!'-liﬂﬁ'mu:l‘lﬁmmﬂmdhﬁﬁmﬂ
Wnlnn&hgﬂmmm

IO SO

Confocal micrasopy wo parformad using o spaciml condocal
lasee =onning [TC5 5P5; lstco) om on o MACToSCOpG
[DAE000 B; Ladeal. fu‘E:ul:\u&mﬁASAF Latoa)] weos uasd for ooge
sition with o Plan Apo 63= MA 1.4 od objecta [HCE: Lakca). Fluores
muldfldﬂmlumcn“mwnndmﬁ:gmu MHCTOSC0pG
{Astogkan?; Corl Zates, Inc.|and 10x NA 0.3 (Ph1), 20x NA 0.5, or 40
MA O.75 Plon MaoFlar {Car Zaiss, Inc). Imoges wesa cop
rured usmg 0 chorpecoupled davice monochrome comara (Coclsnap HG;
Photomatrics] ood Metablorph sohwane. For off imoging, seposwre sshings
warg dontio! babwasn compored samples. All somples for micoscopy
mwmmm.

mrnd-hm-uﬂhr—ﬂd‘_djﬁ
Total R4 waos soloed om n&wﬂnﬂhamuﬁnmmlmd

veas analyzed by quonitictva realime PCR o 5YBR
Wm&uummhm&ﬁ?ﬂ%h.
ond bypa Ina—guaning gl mia kevwals, wihich
pave B=milor resdrs. Wastern Hols wara mmnd o dascribed prave
oesly [Ohanna at ol., 2005} F'r!'nﬂ'_r’-mﬂl io sudy mTOR sig
nofing wem obinined fom Cal Signaling . Primary onitbadias
ogalnat projeirs weed obiginad Movooasing, and
oritbodias ogaing Foponin T wams chioined from Sigmaaldrich. Ans
bodies ogoins meapirslory chain components, myoglobin, oad ofodrome =
mnﬂnﬂdﬁm#ﬂmmmcm:wm,aﬂm.
Teecac| s

Cell culbores
gl el by S e ﬁﬂ”
mime as etal, 2
mdﬁnmmd'mmbrﬁfﬂzmﬂﬂ‘mmmn

wars rgnachcod by cpomegalovin W}GFFJCMMM
virus [Ganethon] at 100 MO on difarenfialion day 1 ond horwesied o
diffcrant ime painis for gere: sspresion oralyss by geoniiciva recl ma
PCR or Wedem bloting CHC12 m wira diflerantioted in DME wih
% horsa samen and teolad of di day £ with wahicls [DWASCH,

mMTOA deficianoy Bets 0 eavers muecUlsn dyetropty « Fleson et o

BI0Z B2 Ly uo Bo stadng o ey peptoueen

B71
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20 nA rapamydn, or 250 o Trin bor 48 h and haressied bor gone ax

Frozan muschks somples wora iz sl medium conéalnd
S0% ghycernl, 20 mM phosphate bufles, pH 7.4, 5 mM B
UEWMMEﬂDDﬂE&I\EuMnHj@MmWH@!
Al of tha enryma ockriias wers megmured of 22°C as describad prave
n-wu]y[Pmm-:w!Lm-r:ﬁ 1993]. Homobirasa octivity v dakor.
minad Ino accumuloied for G0 min
in tha firs gop mumdﬂifmuﬂ
nitsa in @ sacond skp, Th MADPH gansmiod wo detecsed

with aciiofionamszion wovakengrhs of 3
M,mnﬂlmlmnmsmmndmumﬁmndmu
ey by directly meowring ha e of o disappecronca of
I‘Mﬁia’l‘ﬂﬂl‘ld!ﬂﬂ nm lor 10 min, For GF ociivl mn|z:-urm1:111‘:|
plecose |-phosphoto. fxmation wis cospled io pha

dehyedmganasa

gunze £-phophae modionz. for Ffﬁnmnq

ma, hm],ﬁhq::ﬁ-mhm tricra.
phospfoie Bomanas, g mw

For PE ooty megsuremant, fomation was b LD rasoc-
fon. [DH octivy was Mdi-;:n:hmd'lmcfh:rm by Clroin
myrihass adfivey wos daiami wung Elman's mogant

ond axpfooceiotn flosk of al., 2001) Stondords wero cored oot

tha arftre procecurs.

Ceserminaotion of niromusodar glucoss&-phosphaie, lndate,
ond TP corcendrations:

Muscles wore guickly rmowed from anesthastzed animals, weighied, and
diractly fozan in liquid nirogen. Mestles wene Fomogantzed in 0LE5 M
parchicez acid |1:40 wiy'vol] ond incubaied or 15 min o 4. Musdo homog-
anaks were conbfuged o 5,000 g i 10 minot 4°C. Resulfng acd

jantz wem naimlimd wik 2 B KOH in04 Mmclandn\ﬂdg
fuoremattic datsseminaion of lodole; ATR ond gleccss-&-phosphoms conlenls
by coupled enryms oy Pasonneay and Lowry, 1993).

Ghrozse ond refin folerance e
For ghcom iolaroncs fass, | 2wk old mole mice were lozked
h}nclnd wih 1 mg ghoosa/, bud'g,rutEnrﬂ'n

nﬂu mals mics ware n H i
?5 wlw:-ﬂnﬂ
Emmmm mondor focha). Semm
hﬂkufminmw% murina F1154 kr finco Resaanch|.

Buomscancs
480 . GP

|n1nhr

Glucose upioios aesays
ﬁmﬂﬁmmdhmﬂumbﬁmﬂnmmﬁ:ﬂrlﬂcﬁ&
ond fed to siminkas seal dips by tha endons. All incobabons wees por
formad of 37™C undar on ﬂf?ﬂﬂgr’ﬂcﬂ-jh]ﬂm
Ringer bicorbonata beffar, pH 7.3, supplamaniod with 1% B5A froction
pH 7; niarger) ond 7 miM sadium pymvare. Gluoosa ronspod was mao-
nlmdmﬂ:-wxuﬁrupulrnﬂ:cﬂnﬂpﬂhddﬁmh.mﬂdﬂmh:u
betocd For 10 min in i sama medium sspolkemanted wif
D:l[mMdeIljﬁhfn'lﬂ Alberwaord, musdes wera wosted for 30 min In
ioe-coid sabns bulier ond diaschved 1n T M MaDH bekore saniiionon coum-

ing for *Hiohaied rodicoctivity wos parformed Sompla oliqeots wers osad
For prolein deferminosion.

Farctionad properties of mitochondria
Raspimaicey pommaters of the el mochondnal populaton wane siedied
ini sha in frash sporan skinned Bbars [50 pg'm soponin for 30 min) and
delermined wih a Clork alectods [Hansaiech

Inskumantsi In on oxy-
g:q:hl:nﬂd?fim-hml‘bﬂd ﬂCw.auumclnl 2004 Ras
pEotion roles wane axpreasd as |.|mu4 min,/g dry waight. Raspination
solution, pH 7.1, confainad 10 mbd EGTACoRGTA IIM Co** cone

ceriootion 100 ki), 1 mbA e Mg™, 30 mM ioering, 0.5 mb dithiathres
o, 20 md tmidarola, lonsc stangth 160 slum mathana seffonoia),
5 mM gluiamaia, T mi molots, 3 mM ; and 2 mg/ml BSA.
hdwmmwmﬂdm:muﬁdhhmn
or absanca of 20 mé cealtne, ond ncrea omownts of ADP wers
odded unill maximal raspirgtion was reochad. moaosraments, fibers
war cashully removed, dred, ond weighed. The ADPstmulaled reepro-
tion (W) oberva bosal owpgen consumpiion (V] wos plotiod o3 o Endion
of ADF with and withoot crealina. The opporant Km valees Jor ADP in the

sanoe or obsance of cealing ond Yer wera calculoiad with o nodineor
gnuf the MichoslisMartan squalion. The mossmal respimtion mals

s MLIMEER B & §

[¥max} = Wzr + Yo Tha occeplor conerol rafio = YmoxVe. Theeo defarmt

Me=ozurements of muzde conkractile properties
ored contractions
Mlca ware anasthatizad with &0 mg /g pantcbarbiin!. The kree and fock
wara fixad wuing clomps ond pins. Tha 1somairic controcifa proparfics of
TA musclos wers studied in sty as previously descrbed (Moulsal o ol
2004| Tbnﬂlﬁhm{nnn{ﬂwfﬁmu:domnrh:hn&rnuh'fwnm
of @ sarvomoior spsem (305E Dualbioda lovwar; Aerorn Soianitfic). AR
dalo providad by the serromotor syslem ware recorded and oma
m a mrrmnpﬂr using the Powerloh spsem [45F; ADinstrumants)
softwara jChard 4; ADInstrumaints]. Tha sciofic nerva [prosimoliy
nm wos shimulated by o bipolar sihver alackoda using @ supro-
{10 ¥} squara wava pulsa of 0.1-ms duraiian. In scme Insancas,
muscles ware directy ssmoloted (80 V). All 12omaitic canirocton meo-
suramants. wane mode ot an iniial muschs length of 1O (lungth ot whach
moximal hensson, P, waz obfained dering the wiichi. Po was measured
dmng uumnlﬂ: conitoclions In responsa b0 alecirico! simulshian (e
25-150 Hz; ot of stimulation of 500 ms). 4o was calos
E‘pdm:ing P'nh:.rrru.m:hwldlr. M, TIF. ond RT50% wam also
rnnnumad In responsa o o sngl stimulation. Tha in e contraction—
Induced injury protoco for the A mescla used in this shudy wos simibor
o I-Lf {Dallarusso ot ol, 3001). The sciolic narve
wos simuloled for 300 ms |fregeency of 125 Hz). An isometric contrac-
rmﬂﬁnmmuthwmk;;:ﬁ:nﬁ: ﬂwhﬂ"lmr:?.ﬂumr;?uﬂ
angtiening |3 mm; ~45% of a velocky of 15 2 f=2
LE£ 5] m.lnlr;i:umd&lﬂng tha kst Emjl}ul'['m| ning contmachions
of tha TA muscle wars parformed, sach separated by o &00s rest paricd,
Tha force: defict ohar controdsanindvced domage
colculoting the diforeace botwaan the Po meosured [annnn'hrlhn-
langthaning contracions and tha Po delermined bedos
troctions and wos axpromsed a5 o parconioga of Pudahmlnndbn‘nﬂ
lengening contracions.
Mlmddcmrmu:ﬂln;mmunlmhnmuﬂmmﬂh&
i vitno s praviousty describad atal., 2009 Sokees musdas wam
soaked in on cipganaled Krabe sciution [95% Oy and 5% C0k) containing
5B.5 mph MoCh, 24 mA MoHCOL, 5.4 miECT, 1.2 mbd KHAPO,, 1.8 mbd
Calh, 1 imbd MgS0y. and 10 mM glucosa, pH 7.4, ood mokioired of o
lmmpargiza af 27 Cma of the mescla lsndons was ooched 1o a lovar
om of o servomoior sysiem (1008 DualModa Laver; Aurom Scianitfic]. AL
tar equifibeotion {30 min], sledrical smulaton was daleared feough slec
trodes nenning panafiel i fha musde. 1-ms pelss wesa genensied byo high
power stimvelcior [FDTR; durcen Sclantific). Po war measwrad tso-
malrc confrachiors i rasponss o akdricol sEmulation ffrequancy of 50-
125 Hz; teain of sHmulabon of 1,500 ms). sPo wos oofculoled by divading
tha foma tha esiimoied C5A of the mescl. Assoming musclos
have o shape ond a dansity of 1.04 mg mm 7, the C5A cora-
sponids i e voluma of the musda drided by LE. The LFio LD rafto of 070
munﬂdﬂ::ﬂmﬁ:ﬁlf Fogua rasisiance was delamined ofiar o Smin
. Thet musche wane sAmuokated of 50 Hz dudng ‘500 ma awary
:al:\und!m"lmm Tha fime iokan for nital forca 1ol by 20% (F20%)
wos cakulated

Iposin isoform idendificotion
Masclos wors 5 i tha onafysis of BAHC isoforms o= dascribed pra-
vicusly [Talmodga and 193], Myasin vz asvocied fom small s
tions af muscias in 7 ol of buffer sclution (0.3 M MaCl, .1 8 RaHFDy,
E.I.-ﬂiﬂ Mo, 0.07 M Mo fa0r, 1 mM MgCiz-6H:0, 10 mdd EDTA,
14 mi pHM}Mpmmupmm&m
gl solemos conloiming. 0% ghycercl, B oordomidebis
[50:1], 602 M Triz, 0.1 M glycins, ond 0.4% 5D5 ssing o Minl Prolean 1
syslom {Biood Laboniories). Gals ware nen of 77 ¥ for 31 b ond sdear
sipired. Tha bonds wera sconned ond quaniilisd using o
eqipped wih an Inlagrator (G5200; BioRod Lobonlonkas).

Shosistionl anadysis

A twodpiled Student's | iest veos weed for goAsiicol anabysis. All doio ans
u.pmundl:dmnmtihﬁa 5[, and sgnificoncs wos esoblishad o tha
P« 0.05 g

Cnline material

Fig. 51 shaws tha diskibution of fw difisront Bber types on solaus muscia
Imnsversa sactons Fom contnod ond mTOR - mice. Fag. 52 shows Waslam
bint omatysis for dysvopéyrmloled protains In | Tekold mTOR" musclas.
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Tabis 51 presants e quaniification of Westam biot analysts ke DEC mom
pnru?“m-u:ﬂnsﬁnmééﬁddmi&mﬂmehmdeﬂ:ﬂm
sants quanttficofion of Western x for dymtrophyraled
prowins i musclar fom 11wkald cotl mTOR" mice: Toble 53
prasant tha of Wasam blot analysis for transdeciion
in mTOf muedas Onling supplamaniol momnal 1 owalloble ot hig:
wearw, | ch.oeogld content Ml icb J00P02131/DCT.

‘Wia foek 0. Poy and £ 5ot or e mading of b momecrph ond
hefphy disiavions, |. Malki for paowiding b HEACoo fine: ond B Samurian
and A, Tanfandeh or tachrel oessanes, Wa Fonk fa Movarts Forndo-
toe ond 0 orimd! fla Piolooo do Bickgia Bxpaimantol de bo Souris] and m
omscopy Mooy Tachnioue maganas Wicmropia) icilles o the IFR128
Bioaciences. 'Yyia mizc: thani tha Yhishood hafuwn ped Dancforber Concar
kit e soppiying Torin | hibiies ond D {5 Chiong: bom e Brocchouss
hmh'a'ntnd?kmch for mrppiying the. il miOR plasride.
'hnmim-Lppnmd'b;-m_H&Janﬂiplh\'G Gangidlli,
fa Amociotion Fomoia cooha ko e o L el L Schooffer,

-:|nd VGG | i‘n.ﬁpﬁhu‘lﬁ e lo Bachache fio W Prnds ond
rnhﬂndummb':n'mlh'fﬁ

Gn-'duﬂl |:|"||:|H'ln..'.-'l.‘nl.l::!l:|:|.|:|E:l.I Racharche of da lo Tectnolagia [#01 BON

o L Schoafar
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Western blot et luminex : des techniques différgnties résultats similaires
Joassard O, Defour,Barthelemy JC, Sabido O, Bechet D, Berthon Pydsenet D.

11°™colloque Rhone-Alpes de Quantimétrie cellulaiten 2010, Saint Etienne.

Sirtuinl regulates SREBP-1c gene expression thradXghdependent mechanism
Defour A de Castro Perez A, Lefai E, Gu Y, Peinnequin éc¢liget D, Freyssenet D.
1*" International Congress of Translational ReseamhHuman Nutrition, Mars 2010,

Clermont Ferrand.

Morphological and metabolic responses of C2C12 otyed following food deprivation and
refeeding
Defour A Castells J, Sabido O, Lefai E, Bechet E, Freyetsen

5" Cachexia Conference, Décembre 2009, Barcelone.

A role for sirtuin 1 in the regulation of skeletaliscle metabolism : a preliminary study
Defour A de Castro Perez A, Castells J, Sabido O, Peimmefu Lefai E, Bechet D,
Freyssenet D.

38" European Muscle Conference, Septembre 2009, Bliblié dans le Journal of Muscle
Research and Cell Motility : 2010 Jan 9; 30(7):33B-

Sirtuine 1, une protéine impliqguée dans le contddenétabolisme du glucose dans le muscle
strié squelettique

Defour A de Castro Perez A, Lefai E, Peinnequin A, BeEhdtreyssenet D.

Journée de I'école doctorale EDSIS, Avril 2009 nB&tienne. Prix du meilleur poster.
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Ce travail a fait I'objet d’un poster au
11°™colloque Rhone-Alpes de Quantimétrie cellulaire
Saint Etienne, Juin 2010

WESTERN BLOT ET LUMINEX : DES TECHNIQUES
DIFFERENTES, DES RESULTATS SIMILAIRES

JOASSARD Olivier, DEFOUR Aurélia, BARTHELEMY Jeandnde, SABIDO Odile,
BECHET Daniel, BERTHON Phanélie, FREYSSENET Damien
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e
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T SAINT-ETIENNE

WESTERN BLOT ET LUMINEX : /0 o5
- DES TECHNIQUES DIFFERENTES
DES RESULTATS SIMILAIRES

1JOASSARD O., 'DEFOUR A., 2BARTHELEMY J.C., !SABIDO O., 3BECHET D., 'BERTHON P., !FREYSSENET D.

1 Laboratoire de Physiologie de I'Exercice, EA 4338, Université Jean Monnet, 42023 Saint Etienne, France.
2 CHU Saint-Etienne, France.

A\

CAISSE D/EPARGNE

RHONE ACrES

3 INRA UMR 1019, Unité Nutrition Humaine, St Genés Champanelle, France.
z
o . - .S e ; 0 ]
H | Le WESTERN BLOT est une technique couramment ufilisée en biologie moléculaire pour I'analyse de I'expression de
S | protéines. Technologie récente, le LUMINEX posséde de nombreuses applications en immunologie, infectiologie,
/a) Ty . . . iy . 202 . . . . . .
O | génétique, cancérologie ou en biochimie. Le but de cette étude a été d'analyser la voie de signalisation intracellulaire
o " .
E Pi3K/Akt/mTOR par Western blot et par Luminex.
=]
Méthode d'identification de protéines : Fondée sur le principe de la cytométrie en flux, cette
-séparation électrophorétique sur gel technique allie I'utilisation de microsphéres fluorescentes
-transfert sur membrane a une double lecture aprés excitation par 2 lasers.
W | -marquage a |'aide d'un anticorps spécifique Phycoérythrine .
3 | -révélation de I'anticorps fixé . /'Em'ss'on
g P : P 575 nm
a | = i N
| = -
c @ Electrophorése Transfert  Hybridation/ 1 Streptavidine 'Iiﬁ
3 Révélation Laser
633 nm
¥ PROTOCOLE DE DENUTRITION - RENUTRITION SUR MYOTUBES C2C12
160
Y0188 +0,394
U0 100 200 300 ; 400 500 0
ﬂ Temps (minutes) 1 “ Valeurs Luminex ? .
’S Corrélation Luminex/Western blot en dénutrition
P}
= PROTOCOLE D'INJECTION DE FORMOTEROL SUR TISSU MUSCULAIRE DE RATS
|&J m e w:smnlar 400 - OContréle. ok Luminex 900 1y Contréle @1 jour m 3 jours Western blot 860 -1 conrtie m 1 joor MY
ol ot ki
8
4
0
56-P Akt Sert73 Akt Ser s
140
el voRmeTe, L& “Corle otjar a3jurs a
= 2 10
é‘ 300 £ 5
i 200 32 60 F s
§ 100 é( 40 5 vR
0 L L oo S
o 50 100 .150 200 250 a . n
Comélation Luminex Western blot 6.2 ° o i
. Western blot Luminex
S "‘_‘ Nombre d'échantillons 18 ou 28 94
'f, § Nombre de protéines lues simultanément 1 5
e
= - ™
< ; Temps|de Temps de manip avec incubation (h) 36 20
[= o travail Temps traitement des données %0 60
Q approximatif (min)
Coiit des réactifs par analyte et par échantillon (€) 2.5 5
z La technique Luminex est utilisée en routine pour mesurer le niveau d'expression de cytokines. Le Western blot, quant
# | a lui, reste la technique de référence pour I'analyse semi-quantitative des protéines. La comparaison des résultats de
B | ces 2 techniques, sur des protocoles différents (cellules, tissus musculaires), montre l'intérét de la technique du
(%) . by . ' . . . . . . . . .
@ | Luminex @ des fins de recherche dans I'exploration des voies de signalisation intracellulaire. Le Luminex apparait donc,
o

comme étant une technique de substitution du Western blot.
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Ce travail a fait I'objet d’'un poster au congrés
International Congress of Translational Researclidiman Nutrition
Clermont Ferrand, Mars 2010

SIRTUIN1 REGULATES SREBP-1c GENE EXPRESSION
THROUGH LXR DEPENDENT MECHANISM

DEFOUR Aurélia, CASTRO PEREZ Andréa, LEFAI Etiens) Yansong, PEINNEQUIN
André, BECHET Daniel, FREYSSENET Damien

271






Annexes
Communications affichées lors de congrés natioreurternationaux

Sirtuinl regulates SREBP-1c gene expression througlhXR-dependent

mechanism
DEFOUR A, CASTRO PEREZ A LEFAI E%, GU Y? PEINNEQUIN A", BECHET D,
FREYSSENET B

Université de Lyon, Université Jean Monnet, Laboiratde Physiologie de I'Exercice EA 4338, Sairiefite,
France ; “Université de Lyon, Université Claude Bernard LybbnINSERM U870, Régulations Métaboliques
Nutrition et Diabétes, Oullins, France3Department of Immunolgy, University of Washingtawhd®! of
Medicine, Seattle, WA 98 195, US#Dgpartement de Radiologie et Radiopathologie, @Gedt Recherche du
Service de Santé des Armées, La Tronche, FramitlIRA UMR 1019, Unité Nutrition Humaine, St Geneés

Champanelle, France

Sirtuin 1 (Sirtl) is a NAD-dependent histone deacetylase that has beenfidegrds a key
enzyme involved in the regulation of neoglucogemesiiver and mitochondrial biogenesis in
skeletal muscle. Furthermore, pharmacological datran of Sirtl has been shown to
improve glucose homeostasis by enhancing insuhisigeity in mice submitted to a high-fat
diet, suggesting that Sirtl could be involved i tegulation of glucose metabolism in
skeletal muscle.

We first determined whether Sirtl regulates theresgion of genes involved in glucose
transport. Expression of glucose transporter 4,o0kimase and sterol response element
binding protein 1 (SREBP-1c), a transcription factegulating hexokinase expression in
skeletal muscle, was significantly decreased rasdyg, in Tibialis Anterior and
Gastrocnemiusnuscles in knock out mice lacking exon 4 of Sirghg (16.4 £ 1.8 months; n
= 4) when compared to heterozygaotee (14.8 £ 2.0 months; n = 4).

Importantly, Sirtl deacetylates and positively lates liver X receptor (LXR) which has
been shown to strongly activate SREBP-1c gene sgjme through LXR-response elements.
We then determined whether Sirtl stimulates SRE8PH#irough a LXR-dependent
mechanism. Electrotransfer of a Sirtl expressiatoren miceTibialis Anteriormuscles (1.5
months; n = 8) showed that Sirtl overexpressiomeased by 2-fold SREBP-1c promoter
transactivation. This increase was abolished whenltXR-response elements were deleted
in SREBP-1c promoter.

We conclude that Sirtl stimulates the expressioSREBP-1c through a LXR dependent
manner, suggesting that Sirtl could regulate th@ession of genes involved in glucose

transport.
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Ce travail a fait I'objet d’un poster au congrés
5" Cachexia Conference

Barcelone, Décembre 2009

MORPHOLOGICAL AND METABOLIC RESPONSES OF
C2C12 MYOTUBES FOLLOWING FOOD DEPRIVATION
AND REFEEDING

DEFOUR Aurélia, CASTELLS Josiane, SABIDO Odile, LAFEtienne, BECHET Daniel,
FREYSSENET Damien
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Morphological and metabolic responses of C2C12 myabes following food

deprivation and refeeding
DEFOUR A, CASTELLS 3, SABIDO O, LEFAI E?>, BECHET D, FREYSSENET B

L aboratoire de Physiologie de I'Exercice, EA 438Bjiversité Jean Monnet, Saint Etienne, PRES
Université de Lyon, France ANSERM U870, INRA UMR1235, Régulations Métaboligesrition,
et Diabétes, Université Lyon 1, Oullins, PRES Ursité de Lyon, FranceINRA UMR 1019, Unité

Nutrition Humaine, Centre Clermont-Ferrand-TheikGgnes Champanelle, France

Skeletal muscle is a prominent tissue involvedhm tegulation of metabolic homeostasis by
its capacity to oxidize fatty acids and glucose.tdst the adaptations of skeletal muscle cells
following food deprivation, we developed emvitro experimental model of C2C12 myotubes
submitted to a metabolic challenge consisting modrs of food deprivation followed by 20
hours of refeeding. During the time course of tmstabolic challenge, we determined the
morphological and metabolic responses of C2C12 uohbgs. Myotube area decreased
progressively (~20% at 4 hours) during food deproraand increased progressively to reach
control values 18 hours after refeeding. Accordinghe phosphorylation of ribosomal
protein S6, which is involved in the regulationprbtein synthesis, decreased and increased
in a time-dependant manner during food deprivafiofb% at 4 hours) and refeeding (~500%
at 4 hours), respectively. Refeeding was accompabie a strong increase in glucose
consumption (~400% at 15 minutes), which progretgidecreased to control level 20 hours
after refeeding. During this period, glucose melisbg which was initially oxidative,
progressively switched to a glycolytic metabolisa8%%). Furthermore, food deprivation
was accompanied by a transient decrease (~20% atidfes) in hexokinase and citrate
synthase activities, which recovered progressidelyng food deprivation and refeeding. The
expression of sirtuin 1, a NARdependent histone deacetylase, potentially inebivethe
regulation of hexokinase expression, decreasedgliddod deprivation (~40% at 4 hours).
We are currently assessing the contribution obisirL in these morphological and metabolic

adaptations.
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: DISCUSSSION
|| This study shows that food depouation 5 associated weith mytotube atrophy that could be partfy esplained by nactwvaton of the
AtmTOR pathway.

The increase in glucose consurmpbon 3t the begmning of refesdng was associated with the increase in hewskinase expression.
Howewer, regulation of Sirtt expression did not sesm to be mwoived in these adaptations.
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Ce travail a fait I'objet d’un poster au congrés
38" European Muscle Conference
Lille, Septembre 2009

A ROLE FOR SIRTUIN1 IN THE REGULATION OF
SKELETAL MUSCLE METABOLISM : A PRELIMINARY
STUDY

DEFOUR Aurélia, CASTRO PERZ Andréa, CASTELLS Josig®ABIDO Odile,
PEINNEQUIN André, LEFAI Etienne, BECHET Daniel, FRESENET Damien

Résumé publié dans
Journal of Muscle Research and Cell Motilig010 Jan 9; 30(7):307-338.
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A possible role for sirtuinl in the regulation of ducose metabolism in

skeletal muscle

DEFOUR A, CASTRO PEREZ A CASTELLS J, LEFAI E?, PEINNEQUIN A, BECHET [,
FREYSSENET B

YL aboratoire de Physiologie de I'Exercice, EA 438Bjiversité Jean Monnet, Saint Etienne, PRES
Université de Lyon, France ANSERM U870, INRA UMR1235, Régulations Métaboligesrition,

et Diabétes, Université Lyon 1, Oullins, PRES Ursité de Lyon, France ’Département de
Radiologie et Radiopathologie, Centre de Recherdinéervice de Santé des Armées, La Tronche,
France ; “INRA UMR 1019, Unité Nutrition Humaine, Centre @tent-Ferrand-Theix, St Genés

Champanelle, France

Sirtuin 1 (Sirtl) is a NAD-dependent histone deacetylase that has beenfidegrds a key
enzyme involved in the regulation of neoglucogenasiiver and mitochondrial biogenesis in
skeletal muscle. Furthermore, pharmacological datran of Sirtl has been shown to
improve glucose homeostasis by enhancing insuhisigeity in mice submitted to a high-fat
diet. As proper skeletal muscle function is impottéor glucose homeostasis, these data
suggest that Sirtl could be involved in the regomatof glucose metabolism in skeletal
muscle. We determined whether Sirtl regulates tgression of glucose transporter 4
(GLUT4), hexokinase and sterol response elementifgn protein 1 (SREBP-1c), a
transcription factor regulating hexokinase exp@ssn skeletal muscle. We used knock out
(KO) mice lacking exon 4 of Sirtl gene (16.4 monthk.8 ; n = 4) and heterozygote mice as
controls (14.8 months £ 2.0 ; n = 4). We showed B&UT4 protein expression was
decreased by 20 % tibialis anterior (TA) and 50 % ingastrocnemiugGAS) of Sirtl KO
mice. Similarly, hexokinase activity was diminishbgl 30 % in TA and 60 % in GAS.
Finally, SREBP-1c mRNA expression was decrease®®yo in TA and 30 % in GAS.
Additional experiments will be performed to detemmithe molecular mechanisms involved

in the regulation of glucose metabolism by Sirtl.
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Ce travail a fait I'objet d’'un poster a la
Journée de I'Ecole Doctorale de Saint Etienne
Saint Etienne, Avril 2009

SIRTUINE1, UNE PROTEINE IMPLIQUEE DANS LE
CONTROLE DU METABOLISME DU GLUCOSE DANS
LE MUSCLE STRIE SQUELETTIQUE

DEFOUR Aurélia, CASTRO PERZ Andréa, LEFAI EtienREINNEQUIN Andre,
BECHET Daniel, FREYSSENET Damien

Prix du meilleur poster.
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Fonctions métaboliques de Sirtuine 1 dans le muscitrié squelettique : contribution a I'étude de
la régulation de I'expression de SREBP-1c et rélegbentiel lors d'un jelne chez des myotubes
C2C12

Sirtl (Sirtuine 1) est une protéine histone dédage dépendante de NADui stimule la
néoglucogénése et inhibe la glycolyse dans le &iqui augmente I'oxydation des acides gras dans |
muscle strié squelettique. Le but de ce travaithédse a été de définir les fonctions métaboliqees d
Sirtl dans le muscle strié squelettique. Nous atauisd’abord montré, a I'aide d’'un modele de s®uri
déficientes pour le géne Sirtl, que Sirtl régulaipression de I'hexokinase Il et de SREBP-1c,
protéine régulatrice de I'expression de I'hexokaade plus, un modeéle d'électrotransfert de génes
permettait de mettre en évidence que Sirtl régllkaipression de SREBP-1c de fagon LXR-
dépendante. Enfin, l'inhibition de Sirtl par I'EXBaboutissait a une diminution de la consommation
de glucose chez des myotubes C2C12. Prises ensesgblélonnées suggérent un réle important de
Sirtl dans la régulation du métabolisme du gluacses le muscle strié squelettique. Dans un second
temps, nous avons déterminé le réle potentiel d& &irs d’'un jedne chez des myotubes C2C12. Un
jeGne entrainait une augmentation de l'activitthepsine B + L et une déphosphorylation des
protéines AKt*"3 GSKF#S? p70S6K*? et S6%%5%%qui précédait une amyotrophie des myotubes.
La renutrition aboutissait & une rephosphorylatiences protéines et a un retour a la normale de la
taille des myotubes. L'activité cathepsine B + kta@t cependant élevée. Enfin, le niveau en ARNm
de Sirtl était augmenté de facon transitoire l@r$adrenutrition. D’autres mesures de marqueurs des
voies protéolytiques et de l'activité de Sirtl s@nenvisager. Nos données ainsi que celles de la
littérature suggerent que Sirtl pourrait avoir ale dans la régulation de I'autophagie lors du g0n
Pour conclure, ce travail de these met en évidanterble pour Sirtl dans la régulation du
métabolisme du glucose dans le muscle strié sdgeietet apporte de nouvelles perspectives dans
I'étude de la régulation de ce métabolisme en d¢mmdi pathologiques.

Mots clés :jelne, LXR, masse musculaire, métabolisme du gkicmuscle strié squelettique, Sirtl et
SREBP-1c.

Metabolic functions of sirtuin 1 in skeletal muscle contribution to the study of regulation of the
SREBP-1c expression and potential role during fasig in C2C12 myotubes

Sirtl (Sirtuin 1) is a NAD-dependent histone deacetylase, which stimulatesogeogenesis
and inhibits glycolysis in the liver, and which ieases fatty acid oxidation in skeletal muscle. The
aim of this thesis was to define the metabolic fioms of Sirtl in skeletal muscle. We first showed,
using a mouse model lacking the Sirtl gene, thdfi $egulated expression of hexokinase Il and
SREBP-1c, a protein that regulates hexokinase sgjme In addition, a model of gene electrotransfer
allowed us to show that Sirtl regulated expressfdBREBP-1c in a LXR-dependent manner. Finally,
inhibition of Sirtl by EX527 resulted in a decreasé glucose consumption in C2C12
myotubes. Taken together, these data suggest asrtamp role of Sirtl in the regulation of glucose
metabolism in skeletal muscle. Secondly, we detegthithe potential role of Sirtl during fasting in
C2C12 myotubes. Fasting resulted in an increasatimepsin B + L activity and a dephosphorylation
of Akt>*"3 GSK3F#%® p70S6K*? and SE°%5**preceding a myotubes atrophy. Refeeding led to a
rephosphorylation of these proteins and a retummotoal size of myotubes. However, cathepsin B +
L activity remained elevated. Finally, the level 8ifrtl mRNA was transiently increased during
refeeding. Other measures of proteolytic pathwank Qirtl activity markers will de determined. Our
data and those of the literature suggest that 8wtlld play a role in autophagy regulation during
fasting. To conclude, this thesis highlights a foleSirtl in the regulation of glucose metabolism
skeletal muscle and provides new perspectives énstiudy of regulation of this metabolism in
pathological conditions.

Keywords: fasting, glucose metabolism, LXR, muscle masg$] Ssékeletal muscle and SREBP-1c.



