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INTRODUCTION GENERALE

Le muscle squelettique constitue plus de 40% du corps humain et joue un réle indispensable
dans la locomotion des étres vivants. Mais c’est également un organe endocrine qui sécréte de
nombreuses cytokines. Ces derniéres jouent le role de médiateur entre le muscle et différents
organes, comme le foie, le pancréas ou encore le tissu adipeux, impliqués dans la régulation du
métabolisme. L’homéostasie du glucose repose sur une communication inter-organes finement
régulée. Des dysfonctionnements dans ce « crosstalk » entre les organes sont a l'origine de
pathologies graves comme le diabéete de type Il ou I'obésité. Par conséquent, mieux appréhender le
fonctionnement de ce «crosstalk » permettrait d’explorer plus en détail le role du muscle
squelettique dans I’homéostasie du glucose et fournirait de nouvelles opportunités pour le

traitement de syndromes métaboliques.

La myostatine, membre de la superfamille des TGFpBs, est une cytokine musculaire et un des
inhibiteurs majeurs de la myogenése. Son invalidation chez la souris (le modéle murin Mstn”)
entraine une augmentation importante de la masse musculaire qui résulte d’'une hyperplasie et
d’une hypertrophie des myofibres ainsi que d’une augmentation du nombre de fibres glycolytiques
dites rapides (McPherron et al. 1997). Cependant le role biologique de la myostatine ne se limite pas
au tissu musculaire. Des études récentes ont démontré que les souris Mstn” présentent une
diminution de leur masse adipeuse, ainsi qu’une sensibilité a I'insuline et une tolérance au glucose
accrues. Ces souris sont également protégées contre la prise de poids liée a I'dge, le diabete de type
Il et 'obésité (McPherron & Lee 2002; Zhao et al. 2005; Zhang et al. 2011a, b; Jackson et al. 2012). En
effet, lorsque les souris Mstn”" sont croisées avec des modeles murins étudiés pour l'obésité, les
conditions pathologiques de ces souris (poids, insulino-résistance, hyperglycémie,...) sont nettement

améliorées. La myostatine se présente alors comme une cible thérapeutique de choix, a la fois dans

un contexte musculaire et métabolique.

Dés lors, de nombreuses études sont mises en place pour inhiber I'action de la myostatine,
que ce soit par I'utilisation d’anticorps neutralisants, par ciblage direct du géne, ou encore par
I'utilisation d’inhibiteurs spécifiques. Parmi ces derniers, les inhibiteurs les plus connus de la
myostatine sont la follistatine, FSTL3 et les protéines GASP-1 et GASP-2. Les protéines GASPs sont des
protéines sécrétées et sont composées de plusieurs domaines inhibiteurs de protéases (Trexler et al.
2001, 2002; Hill et al. 2003). Dans un premier temps, la plupart des études réalisées sur GASP-1 et

sur GASP-2 ont porté sur leur action inhibitrice de protéases (Nagy et al. 2003; Liepinsh et al. 2006).
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Cependant, il a été montré que GASP-1 était capable in vivo d’accroitre la masse et la force
musculaire (Haidet et al. 2008). Des études in vitro confirment également qu’une surexpression de
Gasp-1 favorise la prolifération et la différenciation des cellules musculaires (Bonala et al. 2012).
Néanmoins, les mécanismes moléculaires et les conséquences fonctionnelles de I'inhibition de Ia
myostatine par GASP-1 ou GASP-2 sont encore peu étudiés. De méme, le role des protéines GASPs

dans I’'homéostasie du glucose est a ce jour trés peu connu.

C’est dans ce contexte, que s’inscrivent les travaux du professeur Véronique Blanquet au sein
du laboratoire de Génétique Moléculaire Animale a Limoges. Son équipe s’intéresse particulierement
a la myostatine et a ses inhibiteurs GASP-1 et GASP-2. L’analyse fonctionnelle de ces protéines est
réalisée a la fois in vitro sur des cellules musculaires, mais également in vivo a I'aide de modeéles

murins qui surexpriment Gasp-1 ou Gasp-2 de facon ubiquitaire.

Au commencement de ma thése, le modele murin surexprimant Gasp-1 (appelé surGasp-1-
20 ou Tg(Gasp-1)) venait d’étre phénotypé (Monestier et al. 2012a). Ces souris présentent une
augmentation de la masse musculaire associée a une hypertrophie mais sans hyperplasie des fibres
(Monestier et al. 2012a). Des études in vitro ont démontré que cette augmentation de la masse
musculaire était bien due a I'inhibition de la voie canonique de la myostatine, la voie SMAD2/3, et a
I'activation de la voie AKT (Brun et al. 2012, 2014). Cependant, le modele Tg(Gasp-1) présente
quelques singularités par rapport aux souris Mstn” ou celles qui surexpriment la follistatine ou Fsti3.
La premiere particularité est I'absence d’hyperplasie dans les souris qui surexpriment Gasp-1 et la
seconde, I'absence de diminution de la masse adipeuse. Afin de mieux appréhender les mécanismes
moléculaires a la base du phénotype des souris Tg(Gasp-1), des analyses moléculaires et

phénotypiques plus poussées ont donc été entreprises au sein du laboratoire.

Dans une premiére partie de ma these, j'ai participé aux analyses moléculaires des cellules
musculaires dérivées de cellules satellites de souris Tg(Gasp-1) afin de comprendre le phénotype
musculaire de cette lignée. Cette étude a révélé une augmentation de I'expression de la myostatine
dés le stade embryonnaire pouvant expliquer I'absence d’hyperplasie des fibres musculaires des
souris Tg(Gasp-1). Nous avons également montré que |'hypertrophie musculaire dans ce modeéle
s’expliquait par une augmentation de la synthése protéique post-natale et non par une

augmentation du nombre de cellules satellites (Brun et al. 2014).

Par la suite, je me suis intéressée au réle de Gasp-1 sur ’homéostasie du glucose sachant
gu’aucune donnée quant a I'effet de GASP-1 sur le métabolisme n’était connue. Nous avons aussi
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initié cette étude afin de comprendre I'absence de variation de masse graisseuse chez les souris
surexprimant Gasp-1 (Monestier et al. 2012a). A 'inverse des souris Tg(Gasp-1), les souris Mstn”" et
les souris qui surexpriment la follistatine ou Fst/3 présentent une diminution du pourcentage de
masse graisseuse (McPherron & Lee 2002; Gangopadhyay 2013; Brandt et al. 2015). Pour expliquer le
phénotype de notre modele murin, nous avons travaillé sur des souris sauvages et Tg(Gasp-1) jeunes
et agées afin d’appréhender I'effet de la surexpression de Gasp-1 sur les différents processus
impliqués dans le métabolisme des glucides et notamment ceux associés au vieillissement. Cette
étude a révélé une dérégulation globale de I'homéostasie du glucose chez les souris Tg(Gasp-1)
agées avec des défauts métaboliques similaires a ceux retrouvés chez les modéles animaux étudiés

pour |'obésité et le diabete de type Il.

Enfin dans une derniere partie, je me suis intéressée a une étude structure fonction de la
protéine GASP-2. De nombreuses études ont été réalisées sur la protéine GASP-1 dans un contexte
musculaire, mais trés peu sur son paralogue. Des résultats précédemment obtenus dans le
laboratoire ont montré le r6le de GASP-1 sur les cellules musculaires et I'impact de sa glycosylation
sur son action sur la myostatine (Brun et al. 2012). Afin de mieux appréhender le réle de GASP-2 et
I'importance de sa glycosylation au cours de la myogenese, j'ai traité des cellules musculaires C2C12
soit avec une protéine glycosylée soit avec une protéine produite en bactérie, donc sans glycanes.
Mes données montrent que GASP-2, comme son paralogue GASP-1, inhibe bien la voie canonique de
la myostatine indépendamment de sa glycosylation. Les études in vivo réalisées actuellement dans
notre équipe devraient apporter des réponses plus précises sur le réle de GASP-2 sur le

développement musculaire et sur ’homéostasie glucidique.

L’ensemble de ses résultats sera détaillé dans mon manuscrit sous la forme de trois
articles commentés apres ['exposé bibliographique. Enfin, la derniére partie de mon
manuscrit de thése sera consacrée a une discussion sur I'implication de GASP-1, GASP-2 et de

la myostatine dans les contextes musculaire et métabolique.
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1. LASUPERFAMILLE DES TGFpBs

1.1. GENERALITES

La superfamille des TGFBs (Transforming Growth Factor B) contient plus de 30 membres,
incluant les TGFBs, les BMPs (Bone Morphogenetic Protein) les GDFs (Growth and Differentiation
Factor) ainsi que I'activine et nodal, impliqués dans le développement et 'homéostasie de tous les
métazoaires (Piek et al. 1999). Toutes les protéines retrouvées dans leurs voies de signalisation sont
extrémement bien conservées au cours de I'évolution et régulent diverses fonctions cellulaires
comme 'adhésion, la prolifération, la migration, I'apoptose et la différenciation (Piek et al. 1999). Les
membres de cette superfamille peuvent étre divisés en deux groupes sur la base des récepteurs et
des protéines qu’ils activent. La sous-famille contenant la plupart des TGFB-like (TFGB-1, 2, 3) ainsi
que les GDF (GDF-8, 9, 11), BMP-3, I'activine et nodal se fixent aux récepteurs activant la voie des
SMAD2/3 (Sma Mothers Against Decapentaplegic homolog 2/3). Les protéines faisant partie des BMP
(tous les BMP excepté BMP-3) et certains GDFs (GDF-1, 3, 5, 6, 7) se lient quant a eux aux récepteurs
couplés aux SMAD1/5/8 (Hinck 2012) (Tableau 1).

1.2. BIOSYNTHESE DES TGFPBs

Le profil d’expression et le role des différents TGFBs varient au cours du développement. Par
exemple, les TGFB-1, 2 et 3 inhibent la prolifération des cellules d'origine épithéliale mais stimulent la
croissance des cellules mésenchymateuses. Les BMPs sont des inducteurs puissants de la formation
des os et du cartilage et jouent un role important au cours du développement pour la mise en place

du mésoderme ventral, la différenciation du tissu neural, et I'organogenése (Wu & Hill 2009).
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TABLEAU 1. LES MEMBRES DE LA SUPERFAMILLE DES TGFps.

Protéines Récepteur de type | Récepteur de type Il SMADs

TGF-Bs TBR-I (AIK5) TBR-II SMAD2, 3
ActRI-b (Alk4) ActR-Il

Activin SMAD2, 3
TBR-I (AIk5) ActR-Ilb
ActR-Ib (Alk4) ActR-Il

GDF-8 (Myostatine) SMAD?2, 3
TBR-I (AIk5) ActR-llb
ActR-Ib (Alk4) ActR-Il

Nodal SMAD2, 3
Alk7 ActR-llb
Alkl ActR-II
BMPs Act-RI(Alk2) ActR-lib

SMAD], 5, 8
GDFs BMPR-la (Alk3) BMPR-II
BMPR-Ib (Alk6)

BMPR-Ia (Alk3)
MIS MISR-II SMADL, 5, 8
BMPR-Ib (Alk6)

AcCtR, Activin Receptor ; Alk, Activin-like kinase ; BMP, Bone Morphognic Protein ; BMPR, Bone Morphogenetic
Protein Receptor; GDF, Growth and Differentiation Factor ; MIS, Mullerian Inhibiting Substance ; SMAD, Sma
Mothers Against Decapentaplegic homolog ; TBR, TGFB Receptor ; TGFB; Transforming Growth Factor B. (Hinck
2012).

Tous les membres de la famille des TGFBs suivent le méme processus de maturation. Ils sont
sécrétés sous la forme d’un précurseur constitué d’une séquence peptide signal d’'un prodomaine et
d’un peptide C-terminal qui constitue la forme mature et active du TGFB (Kingsley 1994) (Figure 1).
Ce précurseur est dimérisé de facon stable grace a un pont disulfure au niveau de la partie C-
terminale. Une fois le peptide signal de sécrétion éliminé, la furine, une protéase a sérine, clive le
précurseur au niveau de la séquence RSRR (Arg-Ser-Arg-Arg) et libére deux fragments : le peptide C-
terminal mature et le prodomaine (Figure 1). Le prodomaine ou LAP (Latency Associated Peptide)
reste lié au peptide mature du TGFP de fagon non covalente et maintient le dimére actif sous forme
de complexe latent, ce qui 'empéche de se fixer a son récepteur (Figure 1) (Piek et al. 1999; Thies et
al. 2001). Le complexe latent du TGFpB est largement plus stable que le dimére actif et il est retrouvé
de facon majoritaire dans la circulation sanguine. Deux types de complexe latent sont décrits dans la
littérature : le LAP ou SLC (Small Latent Complex) précédemment décrit et le LLC (Large Latent
Complex) qui interagit avec la matrice extracellulaire. Au niveau du Golgi, le LAP associé au TGFB non
clivé par la furine peut interagir avec des glycoprotéines de la famille des LTBPs (Latent TGFB-Binding
Protein) de facon non covalente pour former le LLC (Piek et al. 1999). Les LTBPs permettent le ciblage

du complexe latent a la matrice extracellulaire (Piek et al. 1999). L’activation du dimeére actif du TGF-

PERIE Luce | Thése de doctorat Biologie Santé | Université de Limoges | 2015 5



[ s’effectue grace au clivage protéolytique induit par les membres de la famille des métalloprotéases

BMP-1/Tolloid libérant ainsi la forme mature et active du TGFB (Figure 1) (Wolfman et al. 2003).

\llCl/vage du peptide signal

Précurseur §==

‘lf J’ Clivage par la furine

| 1}

Complexe latent \

llclivage par BMP-1/Toilloid

N\

FIGURE 1. MATURATION DES TGFps. Les membres de la superfamille des TGF-fs sont synthétisés sous la forme
d’un précurseur qui va subir deux clivages protéolytiques successifs. Le premier entraine la perte du peptide

TGFp actif

signal (gris) et donne le pro-TGFB. Le second clivage sépare le prodomaine (vert) du dimére actif du TGFB
(bleu). Le prodomaine reste lié de fagcon non covalente au dimere actif formant ainsi le complexe latent. Un
dernier clivage réalisé par les membres de la famille des BMP-1/Tolloid permet la libération de la forme active
du TGFB. BMP-1, Bone Morphogenetic Protein-1 ; TGF8, Transforming Growth Factor B. (D’aprés Lee 2004)

1.3. VOIES DE SIGNALISATION DES TGFBs

Une fois activés, les TGFBs se fixent a leurs récepteurs (Tableau 1). lls requiérent deux sortes
de récepteurs a sérine/thréonine kinases : le type | et le type Il. Il existe sept récepteurs de type |
(de Alk (Activin-like kinase) 1 a 7) et 5 récepteurs de type Il dans le génome humain (Schmierer & Hill

2007). Une fois le TGFp fixé a son récepteur, il y a la formation d’un complexe hétérotétramérique au
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niveau duquel les récepteurs de type Il vont phosphoryler et activer les récepteurs de type | (Figure
2). Ce complexe une fois formé va permettre la phosphorylation des R-SMADS (Receptor-regulated
SMAD) : les SMAD 1/5/8 pour les BMPs et les GDFs et les SMAD2/3 pour les TGF-Bs. (Tableau 1)
(Figure 2) (Massagué 1998; Hinck 2012).

Les SMAD1/5/8 et les SMAD2/3 se fixent ensuite au co-SMAD (common mediator-SMAD),
SMAD4 pour permettre leur translocation au noyau et activer ou inhiber I'expression de leurs génes
cibles respectifs (Figure 2) (Heldin et al. 1997; Derynck & Zhang 2003). Ainsi, les membres de la
superfamille des TGFBs agissent selon deux axes de signalisation : 'axe des SMAD1/5/8 et I'axe des
SMAD2/3 dans lesquels SMAD4 jouent un role central (Sartori et al. 2013). Ces deux axes sont
respectivement régulés négativement par les I-SMADs (Inhibitory-SMAD) SMAD6 et SMAD7 qui
empéchent la phosphorylation des R-SMADs par les récepteurs des TGFBs (Figure 2) (Massagué
1998).
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FIGURE 2. VOIES DE SIGNALISATION CANONIQUES DES TGFfs ET DES BMPs. Les membres de la superfamille
des TGF-Bs sont divisés en deux groupes selon la voie de signalisation qu’ils activent. La sous-famille des TGFfs
se fixent aux récepteurs de type Alk4/5/7 et activent la voie des SMAD2/3. Le groupe des BMPs se fixent aux
récepteurs de type Alk1/2/3/6 et activent la voie des SMAD1/5/8. Le co-smad, SMAD4 peut étre recruté par les
deux voies de signalisation, jouant un réle central entre |’activation de la voie des BMPs et des TGF-Bs. Une fois
SMAD4 recruté, chaque voie de signalisation peut activer ou inhiber ses génes cibles. ACTR, Activin Receptor;
Alk, Activin-like kinases; BMPR, Bone Morphologic Protein Receptor; SMAD, Sma Mothers Against
Decapentaplegic homolog ; TBR, TGF-8 Receptor ; TGFB, Transgenic Growth Factor 8. (D’aprés Hink 2012).

Les TGFBs peuvent également activer la voie des MAPKs (Mitogen-Activated Protein Kinase)
via AIk5 en phosphorylant la protéine SHC1 (SHC-transforming protein 1) désormais capable de
recruter GRB (Growth factor Receptor-Bound protein) et SOS (Son of Sevenless Homolog) qui vont
ensuite activer la protéine RAS et en aval les MAPKs comme les p38 MAPK et les JNKs (c-Jun N-
terminal kinase) (Lee 2007a; Sorrentino et al. 2008; Yamashita et al. 2008).. De nombreux génes sont
activés ou réprimés par les TGFBs ce qui explique I'importance de ces protéines dans les processus de

développement et d’homéostasie tissulaires.
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1.4. ROLE DES TGF[3s DANS LE DEVELOPPEMENT EMBRYONNAIRE ET L’"HOMEOSTASIE TISSULAIRE

L'expression des TGFBs est modulée dans le temps et dans I'espace durant I'embryogéneése
et permet ainsi la mise en place des axes A/P (Antéro-Postérieur) et D/V (Dorso-Ventral). Une
dérégulation de leur expression peut entrainer des troubles du développement. Par exemple, la
surexpression de I’homologue de nodal chez le xénope, Xnr1 (Xenopus nodal-related 1), induit la
mise en place d’un second axe D/V et entraine des défauts de I'axe droite/gauche qui se traduisant
par un coeur renversé et un intestin en forme de boucle (Figure 3A et 3D) (Wu & Hill 2009). D’autre
part, l'inhibition de la signalisation de nodal chez le poisson zébre entraine une perte progressive de
tissu endodermique et mésodermique, une cyclopie et la perte des types cellulaires présents en
antéro-dorsal (Figure 3C). Le gradient ventro-dorsal des BMPs permet la formation de tissus
embryonnaires comme |'épiderme et le tube neural (Sauka-Spengler & Bronner-Fraser 2008). Des
poissons zébres mutés pour Bmp2b sont entierement dorsalisés. Une surexpression de Bmp4
améliore ce phénotype mais Bmp4, apporté en exces, ventralise progressivement I’embryon (Figure

3B) (Wu & Hill 2009).

Les TGFBs sont également impliqués dans les stades tardifs de I'embryogénese et jouent un
réle dans la morphogenése de la plupart des organes. Nous pouvons prendre I'exemple des BMP-2,
4, et 7, ainsi que GDF-5 et 6 qui sont impliqués dans le développement des membres (Settle et al.
2003; Bandyopadhyay et al. 2006). En effet, une surexpression des antagonistes de BMP, Sog et Stg
dans une aile de drosophile inhibe la signalisation de BMP et entraine de fait une diminution de la
formation des ailes et une réduction de la formation des veines (Figure 3E). Chez la souris, la perte de

Bmp2 et Bmp4 affecte le développement des doigts postérieurs (Figure 3F) (Wu & Hill 2009).
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A Xenopus stage 40 embryos B swirl (Bmp2b) mutant zebrafish 24 hr embryos —
overexpression of Xenopus BMP4
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FIGURE 3. IMPORTANCE DU ROLE DES TGFBs AU COURS DU DEVELOPPEMENT EMBRYONNAIRE. (A) La
surexpression du ligand de Nodal, Xnr1 (OE), induit la formation d’'un second axe indiqué par les fleches
blanches. (B) Des poissons zebres mutés pour Bmp2b sont completement dorsalisés. Bmp4 apporté en exces
ventralise progressivement I'embryon. (C) L'inhibition de la signalisation de Nodal chez le poisson zébre par Sb-
431542, un inhibiteur spécifique des récepteurs de type |, entraine une perte progressive de tissu
endodermique et mésodermique. La fleche et la téte de fleche indiquent les yeux et la notochorde,
respectivement. (D) La surexpression de Xnrl dans les embryons de xénope entrainent des défauts de I'axe
droite/gauche qui se traduit par un coeur renversé et un intestin en forme de boucle (v, ventricule). (E) La
surexpression des antagonistes de BMP, Sog et Stg dans une aile de drosophile entraine une diminution de la
formation des ailes et une réduction de la formation des veines. (F) La perte de Bmp2 et Bmp4 chez la souris
affecte le développement des doigts postérieurs (observable par la coloration chondrogénique de Sox 9). BMP,
Bone Morphogenenic Protein ; Sox9, Sex determining region Y-box 9 ; Xnr1, Xenopus nodal-related 1. (Wu & Hill
2009).

Les TGFBs continuent également a jouer un réle dans un organisme entiérement développé
et participent a 'homéostasie des différents tissus ou ils sont exprimés. Des défauts dans la
signalisation de ces protéines sont souvent associés a des pathologies ou certains cancers. Par
exemple, une mutation du géne du récepteur Alk1 est associée a la maladie de Rendu Osler (ten
Dijke & Arthur 2007). Ces patients sont souvent atteints de saignements de nez et gastro-intestinaux
ainsi que de malformations artério-veineuses (ten Dijke & Arthur 2007). Dans certains cas, les
individus atteints de cette pathologie souffrent de polypose juvénile. Des mutations au niveau du
géne Smad4 ou du récepteur ALK3 sont également associées a cette pathologie (Gallione et al. 2004).

Des défauts dans la signalisation des TGFBs peuvent entrainer des défauts de type fibrose qui
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conduisent a une cicatrisation excessive due a une augmentation de la MEC (Matrice Extracellulaire)

(Wu & Hill 2009).

Les TGFBs présentent alors un intérét comme cible thérapeutique. Cependant, selon le type
de pathologies ou de cancers il convient de déterminer si les TGFBs doivent étre utilisés comme

immunosuppresseurs ou au contraire étre bloqués a I'aide d’inhibiteurs spécifiques.

2. LAMYOSTATINE

2.1. GENERALITES
La myostatine également appelée GDF-8 est découverte en 1997 lors de la recherche de
nouveaux membres des TGFBs (McPherron et al. 1997). C'est un des rares membres de cette famille
dont l'invalidation n’est pas létale et qui est surtout un des plus puissants régulateurs négatifs du
développement musculaire (McPherron et al. 1997). Deés lors, les travaux sur cette protéine se sont
essentiellement centrés sur son effet sur le muscle squelettique. En effet son invalidation chez la

souris entraine une augmentation drastique de la masse musculaire (McPherron et al. 1997).

Ce géne composé de trois exons est retrouvé sur le chromosome 2 chez '"homme et sur le
chromosome 1 chez la souris (Figure 4). Son expression est détectée pour la premiére fois dans
I’embryon murin au stade 9,5 dpc (days post-coitum) dans les somites au niveau du myotome. Chez
I'adulte, elle s’exprime essentiellement dans les muscles squelettiques, dans le cceur, mais
également a faible dose dans le tissu adipeux, les glandes mammaires I'épiderme et les cellules
neuronales du cortex olfactif (McPherron et al. 1997; Ji et al. 1998; Sharma et al. 1999; Iwasaki et al.

2012; Zhang et al. 2012)
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FIGURE 4. GENE, TRANSCRIT ET PROTEINE DE LA MYOSTATINE. Le géne de la myostatine est constitué de trois
exons. Le transcrit Mstn code pour une protéine de 376 acides aminés chez la souris qui est composée d’un
peptide signal, du propeptide et de la forme mature de la myostatine. Les parties représentés en bleu et vert
clairs sur le géne et le transcrit de Mstn correspondent aux régions non codantes. Mstn, myostatin ; PS, peptide
signal.

Elle est synthétisée sous la forme d’un précurseur, comme les autres membres des TGFps
avant d’étre clivée pour donner la forme mature et active de la myostatine qui correspond a la partie
C-terminale de la protéine (Figure 4) (Lee & McPherron 2001). La forme active de la myostatine est
identique chez ’lhomme, la souris, le rat, le poulet, le chien, le porc et la dinde ce qui témoigne de
son importance physiologique (Lee 2004, 2007b). Dans la circulation, elle est majoritairement
retrouvée sous la forme du complexe latent et dans le muscle squelettique sous sa forme pro-

myostatine liée a LTBP-3 (Anderson et al. 2008).

Une fois sous sa forme mature, elle active sa voie de signalisation canonique, la voie des
SMADs (Figure 5). Elle se lie a ActRIIA (Activin Receptor type IIA) et ActRIIB, les récepteurs a
sérine/thréonine kinase de type Il de l'activine, avec une meilleure affinité pour ActRIIB. Ces
récepteurs sont également ciblés par d’autres TGFfs comme GDF-11 (McPherron et al. 1999; Thies et
al. 2001; Rebbapragada et al. 2003). Les récepteurs de type | Alk4 et Alk5 sont ensuite recrutés et
conduisent a I'activation des SMAD2/3 qui une fois phosphorylés par le récepteur vont se fixer a
SMAD4. Ces complexes seront ensuite transloqués dans le noyau ou ils pourront jouer leur role de
facteurs de transcription (McPherron et al. 1999; Thies et al. 2001; Langley et al. 2002; Rebbapragada
et al. 2003). Cest ainsi que la myostatine inhibe par exemple la prolifération des cellules
myoblastiques en régulant I'expression de genes impliqués dans le cycle cellulaire (Thomas et al.

2000).
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La myostatine peut toutefois agir sur d’autres voies de signalisation. En effet, elle est capable
d’activer la voie de MAPs kinases (Figure 5) telles que ERK1/2 (Extracellular signal-Regulated Kinase
1/2) ou JNK ce qui induit a l'inhibition de la prolifération et de la différenciation des cellules
musculaires (Yang 2006; Huang et al. 2007). Par ailleurs, 'activation de la voie ERK1/2 est impliquée
dans le renouvellement des cellules satellites (McFarlane et al. 2008). La myostatine inhibe
également la voie PI3K (Phospholnositide 3-kinase)/AKT (Protein kinase B), ce qui favorise I'activation
de la voie FoxO (Forkhead protein O), cette derniere étant responsable de I'activation de I'expression
des atrogenes MuRF1 (Muscle RING-Finger protein 1) et MAFbx (Muscle Atrophy F-box) impliqués

dans la dégradation protéique (Morissette et al. 2009a; Trendelenburg et al. 2009; Goodman et al.

G
I

2013) (Figure 5).

omT o e

| VoLl

S6K1 MuRF1 CDK2s
MAFbx Cycline D1

FIGURE 5. VOIES DE SIGNALISATION DE LA MYOSTATINE. La myostatine active plusieurs voies de signalisation.
Elle active sa voie canonique SMAD2/3 capable d’inhiber I'expression de protéines impliquées dans le cycle
cellulaire comme Cdk2 et la cycline D1. La myostatine active également la voie des MAPs kinases et inhibe la
voie AKT activé par IGF-1. Cette voie régule négativement la voie FoxO qui en activant MuRF1 et MAFbx
participe au processus de dégradation protéique. AKT, Protein kinase B; Cdk2, Cyclin dependent kinase 2 ;
FoxO, Forkhead box protein O; IGF-1, Insulin-like Growth Factor-1,; MAFbx, Muscle Atrophy F-box; MAPK,
Mitogen-activated protein kinase ; Mstn, Myostatine;, mTOR, mammalian Target Of Rapamycin; MuRF1,
Muscle RING-Finger protein 1; S6K1, ribosomal protein S6 kinase 1; SMAD2/3, Sma mothers against
decapentaplegic homolog 2/3. (D’aprés Braun & Gautel 2011).
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2.2. REGULATIONS TRANSCRIPTIONNELLES ET EXTRACELLULAIRES DE LA MYOSTATINE

La régulation de la myostatine est complexe. Sa région régulatrice est trés conservée chez les
mammiféres et posséde un grand nombre de motifs de liaison a des facteurs de transcription (Ma et
al. 2001, 2003). Elle comprend des sites de liaisons aux SMADs démontrant que la myostatine est
capable de s’autoréguler (Allen & Unterman 2006). En effet, une augmentation de I'expression de
SMAD2 et SMAD4 est accompagnée d’une activation du promoteur de la myostatine (Allen &
Unterman 2006). De plus, les SMADs en inhibant la voie AKT permettent I’activation de FoxO1. Or, il
a été montré qu’une augmentation de FoxO1 dans des cellules musculaires entraine |'activation du
promoteur de la myostatine. Ceci témoigne d’un rétrocontréle positif de ce gene (Allen & Unterman
2006). Dans le méme temps, les souris Smad3” présentent une augmentation de I'expression de la
myostatine ce qui suggere un rétrocontrble négatif de I'expression de la myostatine par cette voie
canonique (Ge et al. 2012). En effet, SMAD7 une fois activé par SMAD2/3, va inhiber I'activation du
promoteur de la myostatine (Allen & Unterman 2006). La région régulatrice de la myostatine
comprend également 10 Ebox. Le facteur myogénique MyoD (Myoblast Determination 1) active la
transcription de la myostatine au niveau de I'Ebox 6 et également au niveau de I'Ebox 5 permettant
ainsi une activation spécifique de la myostatine au niveau des fibres musculaires (Spiller et al. 2002;
Salerno et al. 2004). Des sites de liaison a MEF2 (Myocyte Enhancer Factor-2), NFkB (Nuclear Factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells), PPARy (Peroxisome Proliferator-Activated Receptor
y) sont également retrouvés sur cette région régulatrice. Récemment, il a été mis en évidence que
I'expression de la myostatine était également dépendante du régime alimentaire. En effet, son
expression est en partie régulée par des miRNA, comme miR-208a, miR-208b et miR-499 (Callis et al.
2009; Bell et al. 2010; Allen & Loh 2011) qui sont surexprimés lorsque I'organisme absorbe des acides
aminés essentiels (Drummond et al. 2009a). De la méme fagon, certaines hormones vont se fixer sur
les éléments ARE (Androgen Response Element), GRE (Glucocorticoid Response Element), TRE
(Thyroid Response Element) pour activer le promoteur de la myostatine (Ma et al. 2001; Carneiro et

al. 2008; Trendelenburg et al. 2009).

La myostatine est également régulée de fagon post-traductionnelle. En plus du propeptide,
d’autres protéines sont capables de se lier et de réguler la myostatine (Tableau 2). La follistatine ou
Fst a été initialement découverte pour sa capacité a bloquer la sécrétion de I’hormone FSH (Hormone
Folliculaire Stimulante) des cellules pituitaires en inhibant I'activine (Ueno et al. 1987; Nakamura et
al. 1990). D’autres études ont révélé qu’elle était également capable de réguler négativement
d’autres membres de la superfamille des TGFBs comme la myostatine ou encore GDF-11 (Tableau 2)

(Lee & McPherron 2001; Zimmers 2002). Un test d’interaction myostatine/follistatine démontre que
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deux molécules de follistatine entourent le dimére actif de la myostatine et bloquent tous les sites
putatifs d’interaction entre le TGFB et son récepteur (Cash et al. 2009). Cet inhibiteur est composé de
3 domaines FS (Follistatine) qui correspondent a une répétition de 10 cystéines (Schneyer et al. 1994;
Sidis et al. 2001). Les protéines a domaine FS sont classées en deux sous-familles selon leur similarité
de séquence et leur capacité a lier I'activine (Schneyer et al. 2001). La premiére sous-famille contient
les protéines capables d’inhiber I’activine et la seconde les protéines dont I'association avec |'activine
n‘a pas été démontrée. Comme la follistatine, FSTL3 (Follistatin-Like 3) également appelé FLRG
(Follistatin-Related Gene) font partie de la premiére catégorie et contient deux domaines FS,
capables d’inhiber a la fois I'activine et la myostatine. FSTL3 fut une des premiéres protéines a étre
retrouvée associée a la myostatine dans les sérums humains et murins (Tableau 2) (Hill 2002; Lee
2007a). Dans la deuxieme sous-famille, les protéines GASP-1 et GASP-2 (GDF-Associated Serum
Protein) contiennent chacune un domaine follistatine et sont connues pour étre des antagonistes de
la myostatine et de GDF-11 mais elles n’inhibent pas I’activine (Tableau 2) (Hill et al. 2003; Kondas et
al. 2008; Szlama et al. 2010). En plus des protéines a domaines FS, des protéines de la matrice
extracellulaire, la décorine et la laminine sont également capables d’inhiber la forme mature de la
myostatine et sa fixation sur son récepteur (Tableau 2) (Miura et al. 2006; Yasaka et al. 2013). Enfin
au niveau cellulaire, hSGT (human Small Glutamine-rich Tetratricopeptide repeat containing-protein)
empéche la sécrétion et la maturation de la myostatine et la téléthonine inhibe sa sécrétion et la

formation du complexe latent (Tableau 2) (Nicholas et al. 2002; Wang et al. 2003).
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TABLEAU 2. LES INHIBITEURS DE LA MYOSTATINE.

Localisation

Inhibiteur

Effet de l'inhibition

Références

Sérique

Propeptide

Follistatine

FSTL3

GASP-1

GASP-2

Inhibe la forme mature de
Mstn et empéche sa fixation
sur son récepteur

Inhibe la forme mature de
Mstn et empéche sa fixation
sur son récepteur

Inhibe la forme mature de
Mstn et empéche sa fixation
sur son récepteur

Inhibition de la maturation
de Mstn et empéche sa
fixation a son récepteur
Inhibition de la maturation
de la myostatine et empéche
sa fixation a son récepteur

(Thies et al. 2001)

(Lee & McPherron 2001)

(Hill 2002)

(Hill et al. 2003; Kondas et al.
2008)

(Kondas et al. 2008)

Cellulaire

hSGT

Téléthonine

Inhibition de la sécrétion et
de la maturation de Mstn

Inhibition de la sécrétion et
de la formation du complexe
latent

(Wang et al. 2003)

(Nicholas et al. 2002)

MEC

Décorine

LTPB-3

Laminine

Inhibe la forme mature de
Mstn et empéche sa fixation
sur son récepteur

Inhibition du clivage de la
promyostatine sur la furine
Inhibe la forme mature de
Mstn et empéche sa fixation
sur son récepteur

(Miura et al. 2006)

(Anderson et al. 2008)

(Yasaka et al. 2013)

FSTL3, Follistatin-like 3 ; GASP, Growth and Differentiation Factor-Associated Serum Protein ; hSGT, human
Small, Glutamine-rich Tetratricopeptide repeat containing-protein ; LTBP-3, latent TGFB Binding Protein ; MEC,
Matrice Extracellulaire ; Mstn, Myostatine

Depuis sa découverte en 1997, de nombreuses études ont démontré le réle essentiel
que la myostatine joue durant le développement musculaire. Elle présente un intérét a la fois
agronomique pour la sélection des animaux de rente vis-a-vis de la qualité et la quantité de
viande, mais également thérapeutique pour mettre en place des traitements efficaces contre

des pathologies musculaires.

2.3. LA MYOSTATINE DANS UN CONTEXTE MUSCULAIRE

Les souris déficientes en myostatine possedent une masse corporelle deux fois plus

importante que les souris sauvages suite a 'augmentation de leur masse musculaire (Figure 6A).
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Cette augmentation s’explique par une hyperplasie et par une hypertrophie des fibres musculaires
(McPherron et al. 1997; Mendias 2006; Amthor et al. 2007; Elashry et al. 2009). Les études ont
démontré que la plupart des animaux de rente présentant un phénotype hypermusclé portaient une
mutation au niveau du géne de la myostatine. La race bovine Bleu Blanc Belge en est un des exemple
les plus connu qui présente une augmentation de plus de 25% de sa masse musculaire (Figure 6B)

(Grobet et al. 1997; Kambadur et al. 1997; McPherron & Lee 1997; Chelh et al. 2011).

Une mutation au niveau de la région 3’'UTR de la myostatine crée un site illégitime pour les
mMiRNAs (microRNAs) miR-1 and miR206 causant le phénotype hypermusclé chez le mouton Texel
(Figure 6C) (Clop et al. 2006). La myostatine est également mutée chez le lévrier Whippet (Figure 6D)
et chez 'homme, ol un seul cas a été répertorié. Dans ces deux cas, la mutation conduit également
au phénotype hypermusclé (Schuelke et al. 2004; Shelton & Engvall 2007). Toutes ces données de la
littérature suggérent que la myostatine a une place importante dans la formation du muscle

squelettique.

FIGURE 6. ANIMAUX PRESENTANT UN PHENOTYPE HYPERMUSCLE SUITE A L'INACTIVATION DU GENE DE LA
MYOSTATINE. (A) Souris Mstn” a gauche et souris sauvage a droite. (B) Taureau Bleu Blanc Belge. (C) Mouton
Texel. (D) Lévrier whippet hétérozygote pour une mutation de la myostatine (en haut) et un lévrier homozygote
pour cette mutation (en bas). Mstn, Myostatine. (Lee 2007b).
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2.3.1. STRUCTURE DU MUSCLE SQUELETTIQUE

Le tissu musculaire squelettique est un systeme complexe. Il est formé d’un nombre
important de faisceaux musculaires encerclés par une épaisse gaine de collagéne appelée
épimysium. Chaque faisceau musculaire, enveloppé dans du perimisium, est composé de 20 a 80
fibres. Ces myofibres sont les plus petites unités contractiles du muscle et ont la forme d’un cylindre
d’une dizaine de millimetres de long et d’'une cinquantaine de micrométres de diameétre. Ce sont des
cellules allongées et polynucléées issues de la fusion de plusieurs centaines de cellules précurseurs,
les myoblastes. Les myofibres sont entourées d’une fine couche de tissu appelée endomysium. Elles
sont constituées des myofibrilles qui possédent une apparence striée due a I'alternance de bandes |
claires, A sombres et de lignes Z trés foncées séparant en deux les bandes I. L'unité structurale de la
myofibrille est appelée sarcomere, elle est comprise entre deux bandes Z (Figure 7) (Sanger et al.
2010). Les sarcomeres sont composés de filaments épais de myosine et de filaments fins d’actine.
Ces deux types de filaments sont capables de glisser les uns sur les autres permettant ainsi de

changer la conformation du sarcomére : relachée ou contractée.
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FIGURE 7. ANATOMIE DU MUSCLE SQUELETTIQUE. (A) Le muscle squelettique contient un grand nombre de
myofibres organisées en faisceaux musculaires et encerclées par une épaisse gaine de collagéne appelée
I’épimysium . Ce sont des cellules allongées et multinucléées entourées d’une fine couche de tissu appelé
endomysium. (B) Ces myofibrilles contiennent un ensemble de filaments fins et épais qui constituent le
sarcomere. (C) Représentation schématique d’un sarcomere. Le sarcomere comprend des filaments d’actine,
de myosine et une protéine filamenteuse, la titine. Les filaments d’actine sont ancrés au niveau de la ligne Z.
Les filaments de myosine sont situés au centre du sarcomere La ligne M est une bande sombre correspondant
aux régions centrales des filaments épais de myosine.
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Les filaments épais de myosine sont capables d’interagir avec les filaments d’actine. Ces
derniers sont ancrés au disque Z et s’étendent jusqu’au centre du sarcomere (Figure 7). lls sont
composés de monomeres d’actine qui polymérisent pour former des chaines linéaires d’actine F
s’enroulant par paires en double hélice. Les filaments sont également composés de deux protéines
modulatrices, la tropomyosine et la troponine. La tropomyosine forme des filaments au niveau du
sillon de l'actine, elle masque les domaines de fixation a la myosine (Figure 7). La troponine est
composée de trois sous-unités : une qui se lie a I'actine, une autre a la tropomyosine et une derniére
qui fixe le calcium nécessaire pour la contraction musculaire. Il existe au sein des myofibrilles de
nombreuses autres protéines nécessaires au maintien de la structure fibrillaire et de la fonction
contractile. La titine qui assure I'élasticité du muscle ou encore la nébuline qui stabilise les filaments
d’actine. Le tissu musculaire est également parcouru par des vaisseaux sanguins et des fibres

nerveuses (Figure 7) (Sanger et al. 2010).

2.3.2. LES DIFFERENTS TYPES DE FIBRES MUSCULAIRES

Les fibres musculaires des mammiféres sont classées en quatre groupes, les types |, lla, lIx et
llb, d’aprées les isoformes de MyHC (Myosin Heavy Chain) qui les composent et leur capacités

glycolytiques et oxydatives (Tableau 3).

TABLEAU 3. LES DIFFERENTS TYPES DE FIBRES MUSCULAIRES.

Types de fibres
Caracteéristiques Type | Type lla Type lix Type lIb
Myosine majoritaire Myh7 Myh2 Myh1 Myh4
;;;{/‘de el e MyHC | MYHC lla MYHC lix MYHC Ilb
Meétabolisme Oxydatif Oxydatif/Glycolytique Glycolytique  Glycolytique
Vitesse de contraction Lente Intermédiaire Rapide Rapide
Fatigabilité Résistante Intermédiaire Rapide Rapide

Les fibres du muscle squelettique sont classées selon leurs structures, leurs métabolismes et selon leurs
fonctions. Myh, Myosine ; MyHC, Myosin Heavy Chain.

Les fibres de type | sont composées majoritairement de myosines Myh7, également
retrouvée au niveau du muscle cardiaque. Ces fibres utilisent la phosphorylation oxydative comme
source d’énergie et possedent beaucoup de mitochondries (Figure 8) (Schiaffino & Reggiani 2011;
Blaauw et al. 2013). Elles ont une résistance élevée a la fatigue avec des contractions lentes et
continues. Ces fibres composent par exemple les muscles de la posture. Les fibres de type lla

expriment de fagcon majoritaire Myh2 et utilisent a la fois un métabolisme oxydatif comme les fibres
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de type | et glycolytique dans une moindre mesure (Figure 8). Elles possédent une vitesse de
contraction et une fatigabilité intermédiaire. A I'opposé, on retrouve les fibres de type lIx et Ilb dans
les muscles nécessitant force et rapidité comme les muscles des bras. Ces fibres utilisent un
métabolisme glycolytique pour générer de I’ATP (Figure 8). Comparées aux fibres de type |, elles ont
beaucoup moins de mitochondries et un diametre plus important. Les fibres de type lIx expriment

Myh1 alors que les fibres Ilb expriment Myh4 (Schiaffino & Reggiani 2011).
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FIGURE 8. SCHEMA DES DIFFERENTES VOIES METABOLIQUES EMPRUNTEES PAR LES FIBRES LENTES ET LES
FIBRES RAPIDES. Les voies majoritairement employées sont représentées en rouge pour les fibres rapides et en
vert pour les fibres lentes. Dhap, dihydroxyacetone phosphate ; Fat/Cd36, Fatty acid translocase ; FFA, Free
Fatty Acids; F-1,6-P, Fructose-1,6-bisphosphate; F-6-P, fructose-6-phosphate; F-2,6-p, Fructose-2,6-
bisphosphate ; GLUT-4, Glucose Transporter type 4,; G-3-P, Glyceraldehyde-3-Phosphate ; G-6-P, Glucose-6-
phosphate ; Gpd1, Glycerolphosphate dehydrogenase 1,; Gpd2, Glycerolphosphate dehydrogenase 2,; Hk,

Hexokinase ; Ldh, Lactate dehydrogenase ; MCT1, Monocarboxilic acid transporter 1 ; MCT4, Monocarboxilic
acid transporter 4 ; PDH, Pyruvate Dehydrogenase ; PFK, Phosphofructokinase ; PFK3B3, Phosphofructokinase
fructose Bisphosphatase 3 ; TG, triglycerides. (Schiaffino & Reggiani 2011).
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L'identité de ces fibres musculaires est déterminée dés le stade embryonnaire par des
processus myogéniques intrinseques puis modulée au stade adulte par des facteurs hormonaux et
neuronaux et par l'activité physique. La proportion relative des types de fibres qui composent le

muscle varie donc entre les espéces et également au sein d’un méme individu.

Selon l'intensité de I'effort physique le typage de fibres peut changer (Pette & Staron 2000).
En effet, le systeme oxydatif est utilisé pour des efforts de longue durée d’intensité faible ou
modérée. Au contraire, le systéeme anaérobique est utilisé pour des efforts courts d’intensité haute

ou modérée.

La conversion des fibres suit généralement un ordre séquentiel :

| <> I/lla <> lla <> lla/lx <> 1Ix/1lb <> b

2.3.3. DEVELOPPEMENT EMBRYONNAIRE DES MUSCLES

La myogeneése s’effectue en plusieurs étapes (Biressi et al. 2007). Elle commence durant la

somitogeneése et se poursuit apres la naissance (Bryson-Richardson & Currie 2008).

La mise en place du systéme musculaire débute chez la souris au stade embryonnaire entre
le neuvieme et le douzieme jour apres fécondation. Le muscle squelettique est principalement dérivé
des somites, structures d’origine mésodermique, situés de part et d’autre du tube neural et de la
notochorde. Ces derniers se différencient au cours de I'embryogénéese pour former les premieres
ébauches du squelette axial et des différents muscles (Buckingham et al. 2003). A ce stade, il y a

apparition de cellules précurseurs du muscle (Figure 9).
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FIGURE 9. INDUCTION DES PROCESSUS MYOGENIQUES. Au niveau du muscle épaxial (représenté en rose), les
genes Pax3, Myf5, Myf6 induisent |’expression de MyoD. Au niveau du dermomyotome hypaxial (représenté en
rouge), Pax3 induit I'expression de Myf5 qui a son tour active I'expression de MyoD. SHH, sécrété par la
notochorde (en vert clair), régule également la myogenése en maintenant I'expression de Myf5. WNT1 sécrété
par le tube neural (structure représentée en vert foncé) favorise I'expression de Myf5. Les protéines SIX1 et
SIX4 régulent Myf6 dans le dermomyotome épaxial et agissent avec EYA1 et EYA2 pour activer Pax3 dans le
dermomyotome hypaxial. EYA, Eyes Absent homolog protein; Myf, Myogenic factor; MyoD, Myoblast
determination 1; Pax3, Paired box gene 3; SHH, Sonic Hedgehog ; SIX, Sin oculis-related homeobox ;.WNT,
Wingless-type MMTV integration site family member. (Bryson-Richardson & Curie, 2008).

Au cours de cette étape, les cellules précurseurs commencent a exprimer des facteurs, PAX3
et PAX7 (Paired box protein) et les MRFs (Muscle Regulatory Factors) : MyoD, Myf5 (Myogenic factor
5), myogénine et MRF4 (ou Myf6). Ce sont les acteurs principaux de la myogenese (Rudnicki et al.
1993; Buckingham et al. 2003; Buckingham & Relaix 2015). Les MRFs contiennent tous un domaine
de type bHLH (basic Helix-Loop-Helix) qui leur permettent de former un hétérodimere avec d’autres
protéines comme MEF2. Ce complexe peut alors agir sur les domaines Ebox présents sur les
promoteurs de génes participant au développement musculaire comme les chaines lourdes de
myosine ou la MCK (Créatinine Kinase Musculaire). Sous I'influence de MyoD et de Myf5, les cellules
précurseurs du muscle, les myoblastes proliferent de maniere accrue (Figure 10). Par la suite, ces
cellules arrétent de se diviser. Elles expriment alors la myogénine et MRF4, fusionnent et se
différencient pour former des structures multinuclées, les myotubes, a I'origine des myofibrilles qui
composent les fibres musculaires (Figure 10) (Braun et al. 1989; Montarras et al. 1991; Rudnicki et al.

1993).
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FIGURE 10. DIFFERENTES PHASES DE LA MYOGENESE. Les cellules progéniteurs du muscle sous I'action de
Pax3, Pax7, MyoD et Myf5 vont se déterminer pour donner les myoblastes. Ces myoblastes vont ensuite
proliférer de maniére accrue puis se différencier et fusionner pour former les myotubes sous I’action d’autres
facteurs myogéniques MyoG et Mrf4. Ces myotubes sont a la base des fibres musculaires qui forment le muscle
squelettique apres maturation. Mrf4, Muscle regulatory factor 4 ; Myf5, Myogenic factor 5 ; MyoD, Myoblast
determination 1 ; MyoG, Myogénine ; Pax, Paired box gene.

La myostatine intervient sur ces premiéres étapes de la myogenese. En effet, elle active
durant les processus de prolifération I'expression de p21, un inhibiteur des CDKs, et inhibe celle de
CDK2 (Thomas et al. 2000; Rios et al. 2001; Taylor et al. 2001; Joulia et al. 2003). La myostatine
régule aussi négativement la différentiation myoblastique en diminuant I'expression de p21 et
empéchant ainsi la sortie du cycle cellulaire nécessaire a la formation des myotubes (Langley et al.
2002). Enfin, elle est capable d’inhiber I'expression des MRFs comme MyoD, Myf5 et la myogénine
(Rios et al. 2001; Langley et al. 2002; Joulia et al. 2003).

Au stade embryonnaire tardif et au niveau des muscles foetaux a lieu une seconde vague de
prolifération de cellules précurseurs. Ces cellules participent a I’enrichissement en fibres musculaires

et constituent la seconde phase myogénique.

Les différents types de fibres musculaires sont déterminés au cours de ces deux étapes. En
effet, la premiére vague de myoblastes (dits myoblastes primaires) vont former les fibres primaires.
Ces fibres correspondent aux fibres de type I. Elles expriment fortement la myogénine et Mef2 qui
activent I'expression de myosines a contraction lente, Myh7 et Myh2 (Wu et al. 2000). En effet, MEF2
va se lier a la région promotrice du gene Pgc-Ia (PPAR gamma coactivator-la), activant son
expression. PGC-1a est un co-activateur qui interagit avec des facteurs de transcriptions, comme les
PPARs, impliqués dans un grand nombre de processus biologiques comme le développement du
muscle cardiaque, le métabolisme des glucides et des lipides et la biogénése mitochondriale (Liang &
Ward 2006). PGC-1a une fois activé se lie a MEF2 pour activer la transcription des génes impliqués
dans la détermination des types de fibres a contraction lente et le métabolisme oxydatif
mitochondrial (Liang & Ward 2006). MEF2 contrélerait également la formation des fibres de type | en
agissant sur la voie calcineurine/NFAT (Nuclear Factor of Activated T) (McCullagh et al. 2004). Les

fibres primaires ne sont qu'une minorité du nombre définitif de la fibore musculaire, mais jouent un
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role essentiel dans la production des fibres secondaires formées plus tard lors de la seconde vague
de prolifération myoblastique. Ces derniéres correspondent aux fibres de type Il dites rapides
(Stockdale 1997). Elles présentent une forte accumulation de MyoD, permettant I'expression des

myosines a contraction rapide (Hughes et al. 1993).

La myostatine participe au déterminisme du type de fibres. En effet, les souris Mstn”" et
certains animaux de rente mutés pour ce gene présentent une diminution des fibres oxydatives et
une augmentation du nombre de fibres glycolytiques (McPherron et al. 1997). L’inactivation de la
myostatine entraine la perte de contrdle du cycle cellulaire pouvant conduire a une prolifération
accrue des myoblastes secondaires et a I'augmentation du nombre de fibres rapides (Thomas et al.
2000). En outre, en utilisant des anticorps anti-MyHC, il a été montré que les feetus issus de la race
bovine Blanc Bleu Belge qui exprime I'allele muté de la myostatine, présentent une augmentation de
la prolifération des myoblastes secondaires conduisant a une augmentation de I'accumulation de
fibres de type Il (Deveaux et al. 2001). La myostatine définirait également le type de fibre musculaire
durant la croissance post-natale. L'inhibition de la myostatine dans les souris Mstn”" entraine une
diminution de I'expression de Mef2 et une surexpression de MyoD, ce qui conduit a 'augmentation

de MyHC llb et des fibres glycolytiques (Hennebry et al. 2009).

2.3.4. LA CROISSANCE MUSCULAIRE POST-NATALE

Les derniéres étapes de la myogenése ont lieu aprés la naissance et reposent sur I’action des

cellules satellites et des acteurs impliqués dans la balance entre synthése et dégradation protéique.

Le muscle squelettique est composé de cellules souches nommées cellules satellites a cause
de leur localisation adjacente a la myofibre sous la lame basale (Mauro 1961). Ces cellules expriment
des marqueurs spécifiques comme Pax7, Pax3, Myf5, MyoD qui permettent de les détecter par des
techniques d’'immunomarquage (Cornelison & Wold 1997). Aprés la naissance et durant les trois
premieres semaines de vie, les cellules satellites participent a la croissance musculaire en fusionnant
avec les fibres, favorisant ainsi le processus d’hypertrophie (White et al. 2010). Les cellules qui ne
fusionnent pas avec les myofibres vont alors entrer en quiescence. Elles pourront étre de nouveau
activées en cas de blessure, puis proliférer, se différencier et fusionner avec les myofibres existantes
ou fusionner entre elles pour former de nouvelles fibres (Shadrach & Wagers 2011). Au cours de ce
processus, les cellules satellites activées et quiescentes peuvent se distinguer selon le marqueur
qgu’elles expriment. En effet, les cellules satellites quiescentes expriment Pax7, mais n’expriment pas

le facteur myogénique MyoD alors que les cellules satellites activées expriment Pax7 et MyoD. Le
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role de la myostatine sur les cellules satellites a longtemps été trés controversé. En effet, des études
réalisées en 2003 montraient que les souris Mstn” présentaient une augmentation du nombre de
cellules satellites par rapport aux souris sauvages (McCroskery et al. 2003). Mais ces résultats ont été
réfutés en 2009 par d’autres analyses qui démontraient que les souris Mstn”" présentaient au
contraire, un nombre de cellules satellites |égerement réduit, et qu’il n’y avait aucune variation dans
la prolifération de ces cellules par rapport aux souris sauvages (Amthor et al. 2009). Les travaux de
McPherron ont finalement démontré que le nombre de cellules satellites n’était pas augmenté chez
les souris Mstn”" et gue I'hypertrophie observée suite a I'invalidation post-natale de la myostatine
était due a son effet sur le «turnover protéique » et non sur les cellules satellites (Wang &

McPherron 2012).

C’est sur ce « turnover » que repose la derniere étape de la croissance du muscle (Figure 11).
En effet, une balance entre synthése et dégradation protéique se met en place au niveau du muscle
squelettique favorisant respectivement I’hypertrophie et I’atrophie (Braun & Gautel 2011). Ces deux
processus sont associés a des changements dans la composition en protéines sarcomériques, en
enzymes métaboliques et sur le phénotype contractile. En effet, les protéines myofibrillaires
représentant plus de 80% du volume d’une fibre musculaire, toute situation modifiant I'équilibre
entre la synthése et la dégradation protéique va entrainer un gain ou une perte de masse musculaire
(Hoppeler 1986; Sandri 2008). Durant la croissance post-natale, I'équilibre penche plus vers la

synthése protéique, favorisant ainsi la croissance musculaire (Figure 11).
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FIGURE 11. DIFFERENTS ACTEURS DE LA CROISSANCE MUSULAIRE POST-NATALE. Apres la naissance, la
croissance musculaire s’effectue suite a I'action de différents acteurs impliqués dans la balance entre synthese

MAPK

(représenté en vert sur le schéma) et dégradation protéique (en rouge). IGF-1 et I'ingestion de nutriments
(acide aminés, ...) favorise I’hypertrophie musculaire en activant la voie PI3K/AKT/mTOR qui régule I'expression
des acteurs impliqués dans la synthése protéique. Une fois activée, AKT est également capable comme la
leptine d’inhiber la voie FoxO impliqués dans la dégradation protéique. A l'inverse, la myostatine favorise le
phénoméne d’atrophie en activant sa voie canonique SMAD2/3 et la voie des MAPKs. Par sa voie canonique, la
myostatine altere le processus d’hypertrophie en inhibant la voie TNFa et participe également au processus de
dégradation protéique en activant les voies MAPKs et NFkB (d’aprés Braun et Gautel, 2011). AKT, Protein kinase
B ; AMPK, AMP-activated Protein Kinase ; FoxO, Forkhead box protein ; IGF-1, Insulin-like Growth Factor-1 ; IKK,
Inhibitor of Kappa B Kinase ; MAFbx, Muscle Atrophy F-box; MAPK, Mitogen-activated protein kinase ; Mstn,
Myostatine ; mTOR, mammalian Target Of Rapamycin ; MuRF1, Muscle RING-Finger Protein 1 ; NFkB, Nuclear
Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells; SMAD2/3, Sma Mothers Against Decapentaplegic
homolog 2/3 ; TNFa, Tumor Necrosis Factor a. (D’aprés Braun & Gautel 2012).

IGF-1 (Insulin-like Growth Factor) et la myostatine sont les deux acteurs principaux de ce
« turnover ». En agissant sur la voie PI3K/AKT, IGF-1 favorise la synthése protéique par I'activation de
la protéine mTOR (mammalian Target Of Rapamycin) qui régule I'expression des acteurs impliqués
dans la synthése protéique. Une fois activé, AKT est aussi capable d’inhiber les protéines FoxO
impliquées dans I'atrophie musculaire (Braun & Gautel 2011) ((Figure 11). FoxO1 et FoxO3A sont des
facteurs de transcription qui, une fois déphosphorylés, activent des atrogenes comme Atrogin 1
également appelé MAFbx, et des ubiquitines ligases de type MuRF a l'origine de la dégradation

protéique et de I'atrophie (Nakae et al. 2008). A l'inverse d’IGF-1, la myostatine fait pencher la
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balance vers la dégradation protéique en agissant sur plusieurs voies de signalisation (Figure 11)
(Braun & Gautel 2011; Rodriguez et al. 2014). Pour rappel, la myostatine active la voie des SMADs, en
phosphorylant SMAD2/SMAD3 qui une fois liés a SMAD4 vont pouvoir bloquer le cycle cellulaire et
inhiber la transcription des facteurs MRFs. La myostatine inactive également la voie AKT, levant ainsi
I'inhibition des protéines FoxO et active la voie des MAP kinases qui participe a la dégradation

protéique et au phénotype atrophique (Figure 11) (Philip et al. 2005).

Le statut nutritionnel influe aussi sur cette croissance musculaire. Suite a une prise
alimentaire, la quantité de nutriment et d’IGF1 augmentent, permettant d’activer la voie
PI3/AKT/mTOR (Figure 11) (Oldham & Hafen 2003; Drummond et al. 2009b). Au contraire, dans le
cas de jelGne, deux senseurs du niveau énergétique du muscle vont intervenir, 'AMPK (AMP-
activated Protein Kinase) et SIRT1 (Sirtuin 1) pour réprimer les voies anaboliques (Figure 11)
(Mounier et al. 2009). Dans le cas d’une privation longue, '’AMPK peut également activer les voies

cataboliques du muscle pour générer de I'énergie (Nakae et al. 2008).

L’exercice physique agit également sur cette balance hypertrophie/atrophie en augmentant
spécifiquement la synthése protéique, notamment via I'activation de la voie PI3K/AKT (Chen et al.
2002; Drummond et al. 2009b). D’autres études montrent que |'activité physique réprime I'activité
de la myostatine favorisant ainsi I’hypertrophie musculaire (Hansen et al. 2011). A I'opposé de
I'effort, I'inactivité physique entraine une perte de masse musculaire essentiellement due a une
diminution des voies anaboliques (Léger et al. 2009). Enfin, I'atrophie musculaire peut étre attribuée,
dans les cas de cachexie musculaire, d’insuffisance cardiaque et de sarcopénie, a la myostatine et aux
cytokines proinflammatoires comme le Tumor Necrosis Factor a (TNFa) (Figure 11), I'Interleukine-6

(IL-6) et I'Interféron (Evans et al. 2008; Evans 2010; Dodson et al. 2011).

Les effets phénotypiques observés lors de l'invalidation de la myostatine sur la taille, le
nombre et le type de fibres, difféerent selon que la perte de fonction se produit avant ou apreés la
naissance. En effet, le nombre de fibres musculaires étant déterminé des la naissance le phénotype
d’hyperplasie observé chez les souris Mstn” est du a son action au cours de 'embryogenése. Lorsque
que la perte de fonction de la myostatine se produit apres la naissance, les souris présentent une
augmentation de la masse musculaire d’environ 50% soit moins que les souris Mstn”" (Whittemore et
al. 2003; Tang et al. 2007; Welle et al. 2007; Matsakas et al. 2009). Aucune hyperplasie n’est
observée chez les souris dont la myostatine a été invalidée a n‘importe quel moment aprés la

naissance. Ainsi, le phénotype hypermusclé observé est uniquement di a une hypertrophie des
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fibres musculaires qui repose sur I'effet de la myostatine sur le « turnover protéique » (Whittemore
et al. 2003; Tang et al. 2007; Welle et al. 2007; Matsakas et al. 2009). Tous les types de fibres sont
touchés par I'hypertrophie et particulierement les fibres rapides, mais aucune variation de type de
fibre n’est observé lors de l'invalidation de la myostatine en post-natale (Girgenrath et al. 2005;
Matsakas et al. 2009). A l'inverse, chez les souris qui surexpriment la myostatine de facon muscle
spécifique, seuls les males développent une atrophie musculaire modérée associée a une diminution
de la taille des fibres et du nombre de noyaux par fibre (Reisz-Porszasz et al. 2003; Heineke et al.

2010).

Des phénotypes musculaires assez similaires a ceux observés avec les souris Mstn”~ sont
obtenus avec des modeles murins qui surexpriment différents inhibiteurs de la myostatine (Tableau

4) (Figure 12).

TABLEAU 4. PHENOTYPES MUSCULAIRES OBTENUS PAR UTILISATION D’INHIBITEURS DE LA MYOSTATINE.

Pourcentage d'augmentation de la masse

Modeles transgéniques musculaire et phénotypes Références
Mstn-/- +100% Hypertrophie et Hyperplasie (McPherron et al. 1997)
MLC-propeptide +50%  Hypertrophie (Lee & McPherron 2001)
MLC-Fst +100% Hypertrophie et Hyperplasie (Lee & McPherron 2001)
MLC-Fstl3 +75%  Hypertrophie et Hyperplasie (Lee 2007a)

CMV-Gasp-1 +50%  Hypertrophie (Monestier et al. 2012a)
Mstn-/-, MLC-Fst +350% Hypertrophie et Hyperplasie (Lee 2007a)
Mstn-/-;MLC-Fst3 +100% Hypertrophie et Hyperplasie (Lee 2007a)

Transferts de génes post-natal

Mstn propeptide +15%  Hypertrophie (Qiao et al. 2008)

Ltbp-3 +28%  Hypertrophie (Anderson et al. 2008)
Fst +100% Hypertrophie (Haidet et al. 2008)

Fstl3 +20%  Hypertrophie (Haidet et al. 2008)
Gasp-1 +35%  Hypertrophie (Haidet et al. 2008)
Injections d'antagonistes post-natal

Anticorps anti-myostatin JA16 +15%  Hypertrophie (Whittemore et al. 2003)
Propeptide +30% Hypertrophie (Bogdanovich et al. 2008)
sActRIIB-Fc (forme soluble d'ActRIIB)  +60% Hypertrophie (Lee et al. 2005)

ActrlIB, Activin Receptor type IIB ; AAV, Adénovirus Associé ; CMV, cytomégalovirus ; Fst, Follistatine ; Fstl3,
Follistatin-like 3 ; Gasp-1, Growth and Differentiation Factor-associated serum protein-1 ; Ltbp-3, Latent TGF-8
binding protein-3 ; MLC, Myosin Light heavy Chain ; Mstn, Myostatin.

Les souris qui surexpriment la Follistatine ou Fst/3 de fagon muscle spécifique présentent une

augmentation de la masse musculaire associée a une hypertrophie et une hyperplasie (I’hyperplasie
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est néanmoins moindre chez les souris MLC-FstI3 par rapport aux souris Mstn”" et MLC-Fst) (Lee &
McPherron 2001; Lee 2007a). De plus, lorsque les modeles MLC-Fst ou MLC-Fstl3 sont croisés avec
les souris Mstn”", le phénotype d’hypermusculature est augmenté suggérant que la Follistatine et
Fstl3 agissent sur un autre acteur du développement musculaire, probablement I’activine connu pour
intervenir sur la croissance du muscle squelettique (Tableau 4) (Lee 2007a). Cette hypothése est
confirmée chez les souris qui surexpriment de facon muscle spécifique le propeptide ou celles qui
surexpriment Gasp-1, un inhibiteur connu pour agir sur la myostatine et non sur 'activine. Dans ces
deux modeles, les souris ne développement qu’une hypertrophie des fibres musculaires (Tableau 4)
(Lee & McPherron 2001; Monestier et al. 2012a). Comme pour l'invalidation de la myostatine aprés
la naissance, I'augmentation de la masse musculaire observée lors de la surexpression de ces
inhibiteurs durant la croissance post-natale n’est due qu’a I’hypertrophie des fibres musculaires
(Tableau 4). De plus, il semblerait qu’une injection d’inhibiteurs de myostatine par adénovirus

améliore la force musculaire (Figure 12) (Haidet et al. 2008).

Les inhibiteurs de la myostatine se présentent alors comme des cibles thérapeutiques
d’intérét pour améliorer la qualité de vie de patients atteints de la myopathie de Duchenne par
exemple ou de cachexies associés a un cancer. Dans ces deux pathologies, les patients sont atteints
d’une diminution de la masse et de la force musculaire. La follistatine, FSTL3 ou encore GASP-1, sans

pour autant soigner la pathologie, pourrait grandement améliorer la qualité de vie de ces patients.
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FIGURE 12. PHENOTYPES MUSCULAIRES OBETENUS PAR INJECTION D’INHIBITEURS DE LA MYOSTATINE PAR
ADENOVIRUS. Les inhibiteurs de la myostatine augmentent la masse et la force musculaires dans les souris de
fond génétique C57BL/6. (A) La masse musculaire des membres postérieurs est augmentée chez les souris
injectées a 725 jours avec des adénovirus (AAV1) contenant des inhibiteurs de la myostatine par rapport au
souris contrdles (AAV1-GFP). (B) La masse corporelle totale est significativement augmentée suite a l'injection
de follistatine (AAV1-FS) et de Gasp-1 (AAV1-Gasp-1) par rapport au souris contrdles. (C) La masse musculaire
de membres postérieurs et antérieurs est augmentée chez les souris injectées avec des AAV exprimant les
inhibiteurs de la myostatine. (D) La force de préhension au niveau des membres postérieurs de souris injectées
avec des AAV exprimant des inhibiteurs de la myostatine est significativement améliorée par rapport aux souris
témoins. AAV, Adénovirus Associé; FLRG Follistatin-Related Gene); FS, Follistatine ; GFP, Green Fluorescent
Protein ; GASP-1, Growth and Differentiation Factor-Associated Serum protein-1. (Haidet et al. 2008).

Tous ces résultats démontrent que la myostatine est un acteur majeur du développement
musculaire régulant a la fois la mise en place du tissu musculaire durant les stades embryonnaires et

foetaux et sa croissance au cours de la vie adulte (Figure 13).
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FIGURE 13. LA MYOSTATINE, REGULATEUR NEGATIF MAJEUR DU DEVELOPPEMENT MUSCULAIRE. La
myostatine régule le développement musculaire en agissant sur la prolifération et la différenciation des
myoblastes primaires au stade embryonnaire et secondaires au stade foetal. Durant cette étape, elle contréle
également la conversion glycolytique des fibres primaires. Enfin, au stade adulte, elle régule la croissance
musculaire en agissant sur les voies impliquées dans la synthése protéique. Dpc, Days post-coitum ; Mstn,
Myostatine. (D’apreés Biressi et al. 2007).
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2.4. LA MYOSTATINE ET GDF-11 : REDONDANCE DE FONCTIONS

+/+

Les souris Mstn™" présentent aussi une densité osseuse plus importante que les souris Mstn
suggérant un potentiel réle dans le développement osseux (Elkasrawy & Hamrick 2010). La
myostatine partage 89% d’identité au niveau de sa partie C-terminal avec GDF-11 un autre membre
de la superfamille des TGFBs impliqué dans la mise en place du squelette axial. Ces deux protéines se
fixent toutes les deux préférentiellement au récepteur ActRIIB, activant la voie SMAD2/3 et sont
régulées par les mémes inhibiteurs au niveau extracellulaire comme la follistatine ou GASP-1. GDF-11
régule I'expression des genes Hox impliqués dans I'établissement de I'axe antéro-postérieur du
mésoderme au cours de I'embryogénése. (McPherron et al. 1999). Les souris Gdf-117 présentent de
gros défauts squelettiques avec une antériorisation du squelette axial. En effet les vertébres
postérieures sont transformées en vertébres antérieurs (McPherron et al. 1999). Une agénésie rénale
ainsi qu’une augmentation du nombre de progéniteurs des flots pancréatiques sont également

observés chez les souris Gdf-117 (Nakashima et al. 1999; Harmon et al. 2004; Dichmann et al. 2006).

GDF-11 est également exprimé dans le muscle squelettique. Des études in vitro ont montré
que des cellules musculaires C2C12 traitées avec la protéine GDF-11 présentaient un retard de
différenciation des myotubes par rapport aux cellules non traitées (Souza et al. 2008). De part sa
forte homologie de séquence avec la myostatine, et bien que les souris Gdf-117" ne présentent pas
de phénotype musculaire, I'hypothese d’une redondance de fonctions entre ces deux protéines a été

proposée.

Un modele murin Mstn” ;Gdf-117 a été créé en 2009 pour répondre a cette hypothése
(McPherron et al. 2009). Ces souris présentent une aggravation des transformations homéotiques du
squelette axial observé dans les souris Gdf-117" (Figure 14) (McPherron et al. 2009). A l'inverse,
aucune variation de la masse, de la taille ou du nombre de fibres musculaires n’a été observée entre
les souris double KO et les souris Mstn”" (McPherron et al. 2009). Ces travaux montrent qu’une
redondance de fonction entre ces deux protéines existe bien au niveau de la mise en place du

squelette axial, et semblent indiquer que GDF-11 n’interviendrait pas durant la myogenése.
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FIGURE 14. MALFORMATIONS SQUELETTETIQUES DES SOURIS Mstn'/';Gdf-ll'/'. (A-B) Régions thoraciques des
mutants Gdf-ll'/' (A) et Mstn'/';Gdf-ll'/' (B) montrant I'augmentation du nombre de coétes. Les transformations
homéotiques d’antériorisation des vertebres thoraciques sont plus importantes chez les souris Mstn'/';Gdf-ll'/'
(20 cotes) par rapport aux souris Gdfll'/' (18 cotes). (C-D) Coloration du squelette entier des mutants Gdf-ll'/'
(C) et Mstn'/';Gdf-ll'/' (D). (E) Torse ventrale du double mutant montrant de multiples projections de la peau et
un membre supplémentaire (F-H) Coloration squelettique des membres inférieurs des souris Gdf-ll'/' (F) et
Mstn'/';Gdf-ll'/' (G et H) montrant un os supplémentaire émanant de I'épaule du double mutant (G) et un
membre supplémentaire (H). (I et J) Phénotypes des membres postérieurs des mutants Mstn'/';Gdf-ll'/'
présentant une troncature au niveau de la colonne vertébrale (I) et une malformation de I'ilium et de tous les
os de la jambe (J). Gdf-11, Growth and Differentation Factor-11 ; Mstn, Myostatine. (McPherron et al. 2009).

Cependant, de récentes études tendent a montrer que GDF-11 serait bien impliqué dans le
développement musculaire prouvant la possibilité d’une redondance de fonctions avec la myostatine
dans ce tissu. En effet, I'expression de Gdf-11 augmenterait avec I'adge et inhiberait la régénération
musculaire et I'expansion des cellules satellites (Brun & Rudnicki 2015; Egerman et al. 2015). GDF-11
présenterait un intérét thérapeutique comme la myostatine pour soigner des pathologies

musculaires comme la sarcopénie et la cachexie (Brun & Rudnicki 2015).
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2.5. LA MYOSTATINE DANS UN CONTEXTE METABOLIQUE

En plus de présenter une augmentation importante de leur masse musculaire, les souris
Mstn”" présentent également une diminution importante de leur masse adipeuse ainsi qu’une
diminution de la taille de certains organes internes comme le foie et le rein (Lin et al. 2002;
McPherron & Lee 2002). Ces variations ont également été observées chez les animaux présentant
une mutation du géne de la myostatine (Grobet et al. 1997; Kambadur et al. 1997; McPherron & Lee
1997). De par son effet sur le tissu adipeux, les études sur la myostatine se sont récemment portées

sur son réle au cours du métabolisme des glucides et des lipides.

Ce métabolisme est primordial pour le bon fonctionnement de I'organisme. Pour maintenir
I’'homéostasie glucidique, une réelle communication se met en place entre plusieurs organes: le
cerveau, le pancréas, le foie, le rein, le tissu adipeux et le muscle pour réguler le taux de glycémie. Le
pancréas est I'acteur principal de ce systeme puisqu’il sécrete le glucagon maintenant ’lhoméostasie
glucidiqgue durant un je(ne par son action hyperglycémiante, et l'insuline, qui lors de la prise
alimentaire va permettre le transport et le stockage du glucose dans le foie, le muscle et le tissu

adipeux.

2.5.1. L’INSULINE

C’est au début des années 1900 que les scientifiques soupgonnent I'existence d’une
substance sécrétée par le pancréas qui contrdlerait le métabolisme (Bliss 1993). En effet ils
s’apergoivent qu’aprés une ablation du pancréas, les animaux développent tous un diabete. Cette
substance, I'insuline, sera finalement découverte et isolée en 1921. C'est une hormone peptidique
sécrétée par les cellules B des flots pancréatiques de Langherans. Elle est constituée de 2 chaines
polypeptidiques, une chaine A et une chaine B, reliées entre elles par 2 ponts disulfures et 1 pont
disulfure intrachaine dans la chaine A. L'insuline est stockée dans des granules au sein des cellules B
du pancréas (Fu et al. 2013). Chez la souris, plus de 13 000 granules contenant environ 200 000
molécules d’insuline sont retrouvées au sein de ces cellules B et occupent plus de 10% de leur
volume totale (Dean 1973; Howell 1984; Fu et al. 2013). Ces granules sont stables plusieurs jours et

libérent I'insuline en réponse a une stimulation métabolique.

La sécrétion de l'insuline est activée par deux catégories d’agents stimulants. Les stimuli
primaires qui sont les nutriments retrouvés dans la nourriture (comme le glucose, les acides gras et
les acides aminés) et les stimuli secondaires que constituent les hormones. Au sein de la premiére

catégorie, le glucose est le principal stimulant de la sécrétion de l'insuline. En effet, les cellules B
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possedent des capteurs capables d’estimer le taux de glucose sanguin comme le transporteur GLUT-2
(Glucose transporter type-2) exprimé a la surface des cellules pancréatiques et la glucokinase
(Suckale & Solimena 2008). Les hormones connues pour agir sur l'insuline sont GLP-1, ’hormone de
croissance GH (Growth Hormone) et la leptine. Elles agissent en général de concert avec les stimuli
primaires. GLP-1 favorise la sécrétion de I'insuline aprés la prise de nutriments (Flint et al. 1998). GH
en activant la production d’IGF-1 contribuerait a la diminution de la sécrétion de l'insuline
(Hirschberg et al. 1999). La leptine, sécrétée par les adipocytes, est connue pour inhiber la sécrétion
de l'insuline. En effet, des précédents travaux ont démontré qu’une stimulation par cette hormone
des cellules pancréatiques se traduisait par des taux d’insuline sécrétés moins élevés (Ookuma et al.

1998).

Une fois l'insuline sécrétée, celle-ci peut activer sa voie de signalisation en se fixant a son
récepteur : le récepteur a I'insuline ou RI. Ce dernier est exprimé de facon majoritaire sur le muscle,
le foie et le tissu adipeux. Il appartient a la famille des récepteurs de facteurs de croissance et
possédent une activité tyrosine kinase dans son domaine intracellulaire. Ce récepteur possede une
structure similaire a celui d’IGF-1 ou IGFR (Insulin-like Growth Factor Receptor), avec qui il partage
plus de 50% d’identité. Le récepteur Rl est exprimé en grande quantité a la surface du foie et du tissu
adipeux alors que le muscle présente en quantité équivalente les deux récepteurs (Bailyes et al.
1997). La fixation de I'insuline sur le récepteur Rl entraine son activation par autophosphorylation. Le
domaine tyrosine kinase une fois activé permet I'activation d’au moins 9 substrats communs a Rl et a
I'lGFR. La famille des protéines IRS (Insulin Receptor Substrate) fait partie de ces substrats. Elles
comptent 4 membres dont les représentants majeurs sont IRS1 et IRS2 (White 2002). Une fois les
protéines IRS phophorylées par le récepteur, elles sont reconnues par les domaines Sh2 (Src
homology 2) retrouvés sur la PI3 kinase et les protéines Grb2. La PI3 kinase est une des principales
voies de signalisation de l'insuline avec les MAPs Kinases (Figure 15). Elle va ensuite activer la voie
AKT qui a son tour pourra activer d’autres voies de signalisation impliquées dans différents voies du
métabolisme du glucose et des lipides (Figure 15). Les protéines Grb2 une fois phophorylées vont
permettre I'activation du facteur SOS qui active la petite protéine G Ras dans la membrane
plasmique. Ras active ensuite la Raf kinase qui phosphoryle la MAP kinase kinase ou MEK (Mitogen
Extracellular signal-regulated Kinase) qui a son tour active les deux MAPKs, ERK1 et 2. Cette voie
favorise I'expression génique, la synthése protéique et la prolifération. Les voies PI3K/AKT et MAP

kinases sont interconnectées et participent a I'activation I'une de I'autre.
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Par une autre voie de signalisation dépendante de la voie PI3K, l'insuline est capable
d’induire, suite a une stimulation du glucose, la translocation a la membrane plasmique du
transporteur GLUT-4 présent dans les cellules musculaires et les adipocytes (Figure 16). Une fois le
récepteur a l'insuline activé, la protéine CAP (c-Cbl Associated Protein) liée au récepteur va recruter
la protéine c-Cbl phosphorylée. Ce complexe CAP-c-Cbl active ensuite la GTPase TC10 permettant
ainsi la polymérisation de I'actine (Chiang et al. 2001; Bryant et al. 2002). GLUT-4 migre le long de ces
filaments par I'intermédiaire d’une protéine moteur Myolc (Myosin IC) (Bose et al. 2002). Les
vésicules contenant GLUT-4 portent a leur surface des protéines VAMP2 (Vesicule-Associated
Membrane Protein 2) reconnus par les protéines de la famille des SNAREs (Soluble N-
éthylmaleimide-sensitive-factor Attachment protein Receptor) permettant ainsi la translocation de

GLUT-4 a la membrane (Braiman et al. 2001; Bryant et al. 2002; Leto & Saltiel 2012).
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FIGURE 15. VOIES DE SIGNALISATION DE L'INSULINE AU NIVEAU DU MUSCLE SQUELETTIQUE. Au niveau du
muscle squelettique, Iinsuline en se fixant a son récepteur active la voie IRS/AKT et favorise le transport du
glucose en permettant le transport de GLUT-4 a la membrane plasmique. Une fois le glucose entré dans la
cellule musculaire, I'insuline permet sa synthese et son stockage sous forme de glycogéne. TNFa, PKCO DAG
régulent négativement ce stockage du glucose en inhibant la voie IRS1/2. L’exercice via PGC1-a favorise la B-
oxydation et la biogénése mitochondriale. AKT, Protein kinase B, AMPc, Adénosine Monophosphate
cyclique ;AMPK, AMP protein-activated Kinase ; ATGL, Adipose Triglyceride Lipase ; DAG, Diacylglycérol ; GLUT-
4, Glucose Transporter type 4; GS, Glycogen Synthase ; GSV, GLUT-4-containing Storage Vesicles ; IR, Insulin
Receptor; JNK1, c-Jun N-terminal Kinase 1,; NAD, Nicotinamide Adénine Dinucléotide ; PGCla, Peroxisome
Proliferator-Activated Receptor Gamma Coactivator 1a; PKCS, Protein Kinase C &, SIRT1, Sirtuin 1; TAG,
Triacylglycerol ; TNFa, Tumor necrosis factor a; TNFR, Tumor Necrosis Factor Receptor. (D’aprés Samuel &
Shulman 2012).
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2.5.2. IMPLICATION DE L’INSULINE DANS LE METABOLISME

ACTION DE L’INSULINE SUR LE METABOLISME DU GLUCOSE

L'insuline joue un réle primordial dans le maintien de I’homéostasie du glucose.
L'augmentation de la glycémie entraine la sécrétion de I'insuline au niveau des cellules B. Dans ce
contexte, elle va agir principalement sur le foie, le muscle et le tissu adipeux (Figure 16). Dans ces
deux derniers organes, elle va permettre le transport du glucose grace a la translocation de GLUT-4 a
la membrane plasmidique (Figure 16). Ce transporteur sensible a I'insuline va permettre |'entrée du
glucose a l'intérieur des cellules (Leto & Saltiel 2012). Dans le foie et le muscle, le glucose est stocké
sous forme de glycogéne. L'insuline active alors la glycogéne synthase via la voie PI3K/AKT. AKT va
ensuite désactiver GSK3 (Glycogen Synthase Kinase 3) en la phosphorylant, ce qui permet la
phosphorylation et I'activation de la glycogéne synthase (Figure 16) (Cross et al. 1995). Au niveau du
foie, le transport du glucose se fait via le transporteur GLUT-2, mais ce dernier n’est pas sensible au
taux d’insuline sérique comme le transporteur GLUT-4. Dans cet organe, linsuline inhibe la
production et le relargage du glucose en bloquant la gluconéogenése et la glycogénolyse. Elle inhibe
de facon directe la transcription des génes de la gluconéogenése Pck (Phosphoenolpyruvate
carboxylase) et G6pc (Glucose-6-phosphatase) (Shulman 2000; Samuel & Shulman 2012). Par la voie
PI3K/AKT, elle inhibe la voie de signalisation FoxO capable d’activer la transcription des génes de la

gluconéogenese (Puigserver et al. 2003).
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FIGURE 16. REPRESENTATION SCHEMATIQUE DU METABOLISME DES GLUCIDES ET DES LIPIDES. Lorsque le
taux de glucose sanguin augmente (suit a une prise alimentaire par exemple) les cellules pancréatiques vont

sécréter l'insuline. Celle-ci va permettre le transport du glucose au niveau du muscle squelettique via le
transporteur GLUT-4 et favoriser son stockage sous forme de glycogene. Au niveau du foie, I'insuline va activer
la synthese du glycogene, la lipogenése et inhiber la gluconéogenese. Au niveau du tissu adipeux elle inhibe la
lipolyse et favorise le stockage des triglycérides. Glc, Glucose, TG, Triglycérides. (D’aprés Samuel & Shulman
2012).

ACTION DE L’INSULINE SUR LE METABOLISME LIPIDIQUE

Dans le foie, l'insuline permet également le stockage du glucose sous la forme de
triglycérides en activant la lipogenése de novo (Figure 17) et en induisant I'expression de facteurs de
transcription impliqués dans la régulation de génes lipogéniques, dont le plus connu est SREBP-1
(Sterol Response Element-Binding Protein-1). Ce facteur favorise la synthese lipidique dans le foie
mais également dans le tissu adipeux (Foretz et al. 1999; Shimomura et al. 1999). Il va notamment
activer I'expression du gene Fas (Fatty acid synthase) impliqué dans la synthése des acides gras. La
formation de triglycérides a partir du glucose démarre au niveau des mitochondries ou le glucose va
étre synthétisé sous la forme de citrate. Une fois relaché dans le cytoplasme, le citrate va étre
métabolisé en acétyl coA puis en Malonyl coA. Ce dernier sera recruté par FAS afin de synthétiser des
acides gras a longues chaines qui seront ensuite estérifiés avec du glycérol pour former des
triglycérides. Les triglycérides seront par la suite sécrétés et stockés dans le tissu adipeux (Samuel &
Shulman 2012). Dans le tissu adipeux, I'insuline active également la lipogenése et empéche la

lipolyse, c’est-a-dire la dégradation des lipides en régulant |'expression d’une hormone sensitive, la
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lipase (Anthonsen et al. 1998). Cette enzyme conduit a la libération des acides gras par hydrolyse des

triglycérides.

AUTRES ACTIONS

L'insuline est également sécrétée par certaines cellules du thymus au niveau du cerveau
(Kojima et al. 2006). Elle participe ainsi au guidage des neurones en croissance. Elle est également
impliquée dans la synthése protéique via sa voie PI3K en stimulant la transcription et la traduction

(Proud 2006).

2.5.3. L’INSULINO-RESISTANCE

L'insulino-résistance correspond a l'incapacité des cellules a répondre a l'insuline présente
dans la circulation sanguine dans des conditions physiologiques. Ces tissus deviennent résistants a
cette hormone qui ne peut donc plus agir dessus. Cela se traduit par un défaut du transport du
glucose qui, a terme, entraine une hyperglycémie et une hyperinsulémie (Figure 17). L’insulino-
résistance est souvent le point de départ du développement d’un syndrome métabolique qui a terme
peut conduire a des pathologies plus grave comme les maladies cardiovasculaires, I'obésité ou
encore le diabéte de type Il (Abdul-Ghani & DeFronzo 2010; Samuel & Shulman 2012). Les organes

les plus souvent touchés par I'insulino-résistance sont le foie, le muscle, et le tissu adipeux.
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FIGURE 17. INSULINO-RESISTANCE ET DEREGULATION DE L'HOMEOSTASIE DU GLUCOSE. Dans les cas
d’insulino-résistance, les tissus cibles de l'insuline deviennent insensibles a son action. Ce qui a pour
conséquence I'absence d’entrée de glucose et son stockage sous forme de glycogéne au niveau du muscle
squelettique. Au niveau de ce tissu, une augmentation des taux d’IMCL est également observée. La
gluconéogenese hépatique ne peut plus étre régulé par l'insuline ce qui augmente drastiquement les taux de
glucose sanguin. Au niveau du foie, la synthése de glycogéne est également réduite, mais pas la lipogenese ce
qui entraine une accumulation de triglycérides au niveau du tissu adipeux mais également de fagon ectopique
au niveau du foie. De plus pour compenser I'hyperglycémie, le pancréas sécréte encore plus d’insuline,
entrainant une hyperinsulémie. Glc, Glucose ; IMCL, Intramyocellular Lipids ; TG, Triglycérides. (D’aprés Samuel
et Shulman, 2012).

MECANISMES DE L’ INSULINO-RESISTANCE

Plusieurs hypotheses ont été émises dans la littérature pour expliquer les défauts dans la
transduction du signal dans les cas d’insulino-résistance. Une des premieres hypotheéses fut la baisse
du nombre de récepteurs Rl a la surface des cellules sans variation de I'affinité de I'insuline a ces
derniers (Abdul-Ghani & DeFronzo 2010). Mais cette observation doit étre interprétée avec
précaution car de nombreux patients atteints d’obésité et de diabetes de type Il ne présentent pas
de variation dans la quantité de RI. A I'heure actuelle, les défauts caractéristiques dans la
transduction du signal de I'insuline sont une diminution drastique de I’activité de la voie PI3K/AKT
(Krook et al. 2000). En effet chez les diabétiques, la protéine IRS1 est phosphorylée sur ses domaine
serines au lieu de son domaine tyrosine ce qui nuit gravement a son activité, I'empéchant ainsi
d’interagir et d’activer la voie PI3K/AKT. Le responsable de cette phosphorylation anormale d’IRS1

serait la protéine kinase C (PKC). Cette protéine est retrouvée fréquemment augmentée chez des
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patients atteints de pathologies liées au métabolisme. De plus l'augmentation d’IMCL
(Intramyocellular Lipids) et des métabolites lipidigues comme DAG (Diacylglycérol) sont de forts
activateurs de PKC. A l'inverse, la transduction du signal via la voie des MAPKs ne semble a l'inverse
pas étre atteinte contrairement a la voie des PI3K dans les cas d’insulino-résistance (Samuel &

Shulman 2012).

Les voies de signalisation impliquées dans les processus inflammatoires sont également
activées dans les cas d’insulino-résistance. L'activation de la voie IKK (Inhibitor of Kappa B Kinase)
serait impliquée dans la synthese de céramides, ou dans |’activation de la voie JNK. Celle-ci est va
alors réguler négativement la voie de signalisation de l'insuline en phosphorylant IRS1 sur ses

domaines sérines ou au niveau hépatique en inhibant la lipogenése (Samuel & Shulman 2012).

Des études récentes s’intéressent également au role du RE (Réticulum Endoplasmique) et
plus particulierement au systeme UPR (Unfolded Protein Response) appelé aussi stress du RE, lors de
défauts dans la signalisation de I'insuline. Le systeme UPR est activé lors de I'accumulation dans la
lumiére du RE de protéines mal conformées. Les protéines mal repliées ont leurs feuillets B exposés
qui sont reconnus par la protéine chaperonne GRP78 (Glucose-Related Protein 78) également appelé
BiP (immunoglobulin-binding protein). Par la suite, plusieurs voies de signalisation sont activées,
notamment la voie IREla (Inositol-Requiring Enzyme 1a), qui vont tenter de réduire la quantité de
protéines mal repliées en augmentant la biogénese membranaire, en arrétant la traduction et en
activant la production de protéines chaperonnes (Samuel & Shulman 2012). Dans la plupart des cas,
I'activation du systéme UPR permet aux cellules de s’adapter aux changements demandés.
Cependant dans les cas d’insulino-résistance, hépatique ou adipocytaire, il semblerait que I'activation
de I'UPR participe au développement de la pathologie. En effet, ce systéeme est retrouvé activé chez
les souris déficientes en leptine (Lep"b/"b ou ob/ob) (Ozcan et al. 2004). Les souris Grp78+/-,
hétérozygotes pour Grp78, ont une réponse « adaptive » du systéme UPR, et semblent protégées
contre I'obésité liée a I'alimentation, contre la stéatose et I'insulino-résistance hépatique (Ye et al.

2010).

De nombreuses voies de signalisation semblent donc étre impliquées dans l'insulino-
résistance, et les acteurs a l'origine de ces anomalies d’activation semblent différer selon le tissu

touché.
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LE TISSU ADIPEUX, ORGANE ENDOCRINE ET INSULINO-RESISTANCE

Le tissu adipeux fut longtemps considéré comme un réservoir d'énergie passive. Cette
accumulation énergétique est sous le contréle de deux types cellulaires: les cellules qui composent le
tissu adipeux blanc ou WAT (White Adipose Tissue) et celles récemment découvertes qui constituent
le tissu adipeux brun ou BAT (Brown Adipose Tissue). Le WAT permet de stocker le glucose sous
forme de triglycérides. A l'inverse, le BAT métabolise les triglycérides stockés grace au principe de
thermogenese qui dissipe de I'énergie chimique pour produire de la chaleur et de I'énergie (Braga et
al. 2013). Ce principe repose sur l'activité des mitochondries et sur I'induction de la protéine
mitochondriale UCP-1 (Uncoupling Protein-1), un transporteur de protons qui agit sur le transport
d’électron durant la production d’ATP permettant ainsi de dissiper I'énergie produite par les
mitochondries sous forme de chaleur (Ohno et al. 2012). La disruption de ce géne chez la souris
entraine une diminution de BAT et induit I'obésité (Feldmann et al. 2009). Dés lors, la balance
WAT/BAT semble étre déterminante dans [Iutilisation de I'énergie stockée et durant le

développement de pathologies métaboliques.

La myostatine participe a cette balance stockage/dépense énergétique au niveau du tissu
adipeux (Braga et al. 2013). En effet les souris Mstn”" présentent une oxydation des acides gras et
une température corporelle accrues associées a une augmentation de la biogenése mitochondriale et
une transformation du WAT en BAT (Zhang et al. 2011b). L'oxydation des acides gras et la dépense
énergétique seraient les raisons majeurs de I'adiposité réduite observée chez les souris Mstn” (Choi
et al. 2011). Ces résultats ont été confirmées par des études in vitro sur des cellules pré-adipocytaires
traitées avec de la myostatine. Une diminution de la différenciation des adipocytes bruns est
observée suite a ce traitement avec une activation de la voie SMAD3 (Kim et al. 2012). L'invalidation
de la myostatine favorise également |'activation de la voie AMPK/PGC-1a dans le tissu adipeux et
dans le muscle squelettique (Braga et al. 2013; Shan et al. 2013). Il a été précédemment démontré
que cette voie de signalisation protégés les souris contre 'obésité induite par I'alimentation en
favorisant I'oxydation des acides gras et la sensibilité a I'insuline (Zhang et al. 2011a). A ce jour, la
maniere dont la myostatine régule la voie de '’AMPK est encore peu claire. Récemment, il a été
rapporté que la myostatine inhiberait AMPK via la voie TAK1-MAKK6 (TGF-b-Activated Kinase 1-
Mitogen-activated protein Kinase Kinase) dans des cardimyocytes (Biesemann et al. 2014). Ces
études fournissent une justification rationnelle de I'importance du tissu adipeux dans I'étude des

pathologies métaboliques.
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En plus d’étre un réservoir d’énergie, le tissu adipeux sécréte également des cytokines
(Tableau 5). En effet, depuis la découverte récente de la leptine et l'identification ultérieure d'autres
cytokines dérivées du tissu adipeux comme I'adiponectine ou la résistine, il est devenu clair que le
tissu adipeux est un organe endocrine actif. Chez des patients obeses, ce tissu sécrete également
diverses cytokines proinflammatoires telles que I'lL-6 et TNFa. Toutes ces cytokines, appelées
adipokines controlent diverses fonctions métaboliques et leurs dérégulations peuvent entrainer des
défauts métaboliques graves. En effet, ces cytokines peuvent modifier la sensibilité a I'insuline des

organes comme le foie et le muscle (Tilg & Moschen 2008; Marra & Bertolani 2009; Li et al. 2013).

TABLEAU 5. ACTIONS METABOLIQUES DES ADIPOKINES.

Adipokines Actions métaboliques

Inhibition de la prise de nourriture
Stimulation de la dépense énergétique
Suppression de la production de glucose hépatique
Suppression de la biosynthese d'acide gras
Leptine Stimulation de I'oxydation des acides gras dans le muscle squelettique et le foie
Stimulation de I'absorption de glucose dans le muscle
Stimulation de la sécrétion d'insuline
Stimulation de la sécrétion de I'adiponectine
Stimulation de la sécrétion de cytokines proinflammatoires (IL-6 et TNF-a)

Inhibition de I'expression de la résistine

Suppression de la gluconéogenese hépatique
Suppression de la lipogenése hépatique
Stimulation de I'absorption de glucose dans le muscle
Adiponectine Stimulation de |'oxydation des acides gras dans le muscle squelettique et le foie
Stimulation de la sécrétion d'insuline
Modulation de la prise de nourriture et de la dépense énergétique

Inhibition de cytokines proinflammatoires (IL-6 et TNF-a)

Réduction de la sensibilité a I'insuline périphérique

Induction de l'insulino-résistance

Résistine
Augmentation de la néoglucogenese hépatique
Stimulation de la sécrétion de cytokines proinflammatoires (IL-6 et TNF-a)
TNF-a Induction de l'insulino-résistance
IL-6 Induction de I'insulino-résistance

IL-6, Interleukin-6 ; TNFa, Tumor Necrosis Factor a.

En effet, des études in vivo et in vitro ont montré que TNFa pouvait induire un phénotype
d’insulino-résistance en inhibant I'activité d’IRS1 via la voie IKK et le transport du glucose (Figure 18)

(Tableau 5) (Li et al. 2013). IL-6 est majoritairement secrétée par les adipocytes (environ 30% du taux
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d’IL-6 plasmidique). Une forte augmentation des taux d’IL-6 est retrouvée dans la majorité des cas
d’insulino-résistance et de diabete (Kubaszek et al. 2003; Rotter et al. 2003). Comme TNFa, elle
inhibe la voie de signalisation de I'insuline et le transport du glucose (Figure 18). Néanmoins si IL-6
reste associé au phénotype d’insulino-résistance hépatique et adipocytaire son réle est controversé

dans le muscle squelettique (Tableau 5).
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FIGURE 18. EFFETS DES ADIPOKINES SUR LE METATOBLISME. L’adiponectine et la leptine peuvent réguler
négativement la gluconéogeneése. La résistine augmente la synthese et la glycogénolyse. IL-6 et TNFa inhibent
la signalisation de I'insuline. IL-6 réduit également la synthese du glycogene et TNFa le transport du glucose
(d’aprés Li et Ding, 2013). IL-6, Interleukin-6 ; TNFa, Tumor Necrosis Factor a. (D’apres Li et al. 2013)

La perte de la masse adipeuse observée chez les souris Mstn” par rapport aux souris

sauvages est également associée a une diminution des taux sériques de la leptine, d’IL-6 et de TNFa
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(McPherron 2010). Ces souris semblent étre protégées contre la prise poids liée a I'dge ou suite a un
régime alimentaire riche (McPherron & Lee 2002; Zhao et al. 2005; Zhang et al. 2011a; Jackson et al.
2012). Pour déterminer si I'effet observé sur le tissu adipeux est d0 a un effet musculaire ou a un
effet direct de I'absence de myostatine dans le tissu adipeux, des modeles de souris transgéniques
surexprimant le propeptide de la myostatine sous le contréle d’un promoteur spécifique du muscle
ou du tissu adipeux ont été créés (Guo et al. 2009). Cette étude suggere que les effets de la
myostatine sur le tissu adipeux seraient dépendants de son action sur le muscle et confirme
I'existence d’'un « crosstalk » inter-tissulaire entre les différents organes impliqués dans

I’'homéostasie glucidique (Guo et al. 2009; McPherron 2010).

INSULINO-RESISTANCE MUSCULAIRE

Plus de 60 a 70% des apports glucidiques au sein du muscle squelettique dépendent de
I'insuline, ce qui fait de ce tissu un des consommateurs majeurs du glucose. L'insulino-résistance
musculaire se traduit essentiellement par un défaut de transport de glucose, une diminution de Ila
glycogénese et une augmentation d’IMCL (Rask-Madsen & Kahn 2012; Samuel & Shulman 2012).
GLUT-4 est le transporteur de glucose principal du muscle squelettique. Les souris Glut-4""
hétérozygotes pour ce géne présentent de nombreux symptomes métaboliques associés a I'insulino-
résistance : une augmentation sérique de leur taux de glucose et d’insuline, un défaut de transport
de glucose musculaire et de I’hypertension. Ces souris deviennent également diabétiques (Stenbit et
al. 1997). Des études plus récentes ont révélé que I'activation de la voie PI3K/AKT était fortement
diminuée dans les cas d’insulino-résistance musculaire empéchant ainsi la translocation de GLUT-4 a
la surface des cellules. Chez des patients atteints de diabéte de type Il, I'insuline ne peut également

plus agir sur I'activité de la glycogéne synthase (Abdul-Ghani & DeFronzo 2010).

L'accumulation d’'IMCL, symptéme fréquemment retrouvé chez les individus obeéses,
correspond a une accumulation de gras au sein des fibres musculaires (Samuel & Shulman 2012).
Chez les individus sains, les IMCL sont généralement stockés dans les fibres musculaires de type | et
utilisés comme sources d’énergie. Mais en absence d’activité physique, les lipides intramusculaires
peuvent entrainer des défauts de la transduction du signal de l'insuline via I'accumulation de
métabolites lipidiques comme le diacylglycérol et les céramides. En effet, 'augmentation du taux
d’IMCL est généralement associée a des taux d’acides gras libres libérés par le tissu adipeux dans le
sérum chez les patients atteints d’obésité ou de diabete. En effet, I'insuline n’étant plus capable
d’agir sur le tissu adipeux, elle ne peut plus inhiber la lipolyse. Ainsi I'absorption du glucose altérée

dans le muscle est en conséquence détournée vers le foie (Samuel & Shulman 2012).
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De la méme fagon, des dérégulations dans I'activité mitochondriale semblent participer au
développement de cette pathologie. En effet, les défauts dans la phosphorylation oxydative par les
mitochondries observés au niveau du muscle des patients atteints d’un diabéte de type Il ou
d’obésité pourraient participer a I'augmentation du taux d’IMCL. La protéine PGC1-a joue un role
majeur sur l'activité mitochondriale et dans le muscle squelettique. Il favorise la biogénese
mitochondriale, la conversion des fibres de type Il vers les fibres de type | et il joue un role dans
I’oxydation lipidique (Luquet et al. 2003; Wang et al. 2004). Une surexpression de Pgcla augmente
I'activité mitochondriale et favorise I'oxydation des acides gras et le transport du glucose dans le
muscle (Benton et al. 2008). De la méme facon, les souris déficientes en p43, un récepteur a
I’'hormone T3 (Triiodothyronine) de la matrice mitochondriale présentent une augmentation de la
masse musculaire associée a une hypertrophie des myofibres et a une conversion des fibres
oxydatives vers les fibres glycolytiques (Pessemesse et al. 2012). De plus, les souris p43”
développent en vieillissant une hyperglycémie, une intolérance au glucose et une insulino-résistance
musculaire (Blanchet et al. 2012; Bertrand et al. 2013). D’autres travaux ont également révélé que
des souris soumises a un régime alimentaire riches en matiéres grasses possédaient moins de fibres

de type | (Abou Mrad et al. 1992).

Ces résultats, démontrent que le métabolisme des fibres musculaires varie dans les cas
d’insulino-résistance. Des observations similaires ont été faites chez certains patients atteints de
diabete de type 2 ou d’obésité. Le muscle squelettique de ces patients présente une capacité
oxydative réduite, une augmentation de sa capacité glycolytique, et une diminution du pourcentage

de fibres de type | (Lillioja et al. 1987).

La voie SMAD3 associée a TGFB-1 semble étre également impliquée dans les processus
d’insulino-résistance. En effet, les souris traitées avec des anticorps anti TGFB-1 semblent étre
protégées contre le développement du diabéte de type Il et de I'obésité (Yadav et al. 2011). Les
souris déficientes en SMAD3 ou 5mad3'/', présentent une sensibilité a l'insuline accrue et une
tolérance au glucose plus élevée (Tan et al. 2012). Mais ces travaux sur les souris Smad3” semblent
aussi indiquer que cette voie de signalisation serait plus impliquée dans la régulation de la voie

insulinique dans le tissu adipeux que dans les autres tissus.

La myostatine joue aussi un réle dans la voie de signalisation de I'insuline. Les souris Mstn™”"
présentent des taux de triglycérides et de cholestérol réduits par rapport aux souris sauvages, une

sensibilité a I'insuline et une tolérance au glucose accrues, et semblent étre protégées contre la prise
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de poids liés a I'age (McPherron & Lee 2002; Morissette et al. 2009b; Zhang et al. 2011b; Jackson et
al. 2012). Les niveaux lipidiques intramusculaires et les taux de triglycérides hépatiques sont
également diminués (McPherron & Lee 2002; Guo et al. 2009). De plus, des travaux ont montré que
les symptomes spécifiques de l'insulino-résistance étaient diminués lorsque des modeles murins
spécifiques de I'obésité ou du diabete étaient croisés avec des souris Mstn”" (McPherron & Lee
2002). Les derniers de travaux de I'équipe de Kambadur tendent a montrer que la myostatine agirait
sur la sensibilité a I'insuline via son action sur 'activation de I’AMPc. La perte de la myostatine dans
les souris Mstn”" permettrait I'activation de I’AMPc qui favoriserait I'oxydation des acides gras mais
également la translocation de GLUT-4 a la membrane plasmique (Zhang et al. 2011a). Ces résultats
sont en accord avec une étude récente qui a révélé que des cellules musculaires traitées avec la
myostatine présentaient une diminution de I'expression de Glut-4 et une diminution du transport de

glucose (Takahashi et al. 2014).

INSULINO-RESISTANCE HEPATIQUE

Au niveau du foie, l'insuline régule négativement la glycogénolyse et la néoglucogenese et
augmente la synthése de glycogene, ce qui a pour conséquence la diminution de production de
glucose hépatique. En cas d’insulino-résistance, le foie devient la principale cause de I'hyperglycémie
a jeun dans le syndrome métabolique (Rask-Madsen & Kahn 2012). Chez les souris, la suppression de
production de glucose hépatique est complétement perdue lors de la délétion du récepteur de
I'insuline au niveau des hépatocytes. Au niveau moléculaire, cela se traduit par une augmentation de
I’expression des genes impliqués dans la gluconéogenése, Pck et G6pc et une diminution de
I'expression d'enzymes qui régulent la synthése de glycogene et la glycolyse comme la glucokinase et
la pyruvate kinase. L'insulino-résistance hépatique et I'hyperinsulinémie affectent les niveaux de
lipides circulant. En effet, les patients atteints d’obésité ou d’un diabéte de type Il présentent des
concentrations plasmatiques élevées d'acides gras et des triglycérides et des concentrations
relativement faibles de LDL (lipoprotéines de basse densité). Ceci est di a I'inactivation de la voie
PI3K/AKT dans les cas d’insulino-résistance et dans une moindre mesure par I'inhibition de SREBP-1C
(Rask-Madsen & Kahn 2012). En condition normale, I'insuline via SREBP-1c augmente la synthése des
acides gras et des triglycérides et la transcription des enzymes lipogéniques, y compris I'acétyl-
coenzyme A carboxylase et I'acide gras synthétase. L'insulino-résistance du foie est également
souvent associée a la stéatose hépatique (Samuel & Shulman 2012). La voie des JNK et plus
particulierement JNK1 est impliqué dans le processus d’insulino-résistance hépatique. En effet, TNF-a
va activer IKK qui a son tour phosphoryle JNK1 qui favorise la lipogenese. Le systéme UPR peut

également augmenter ce processus via XBP1 (X-box Binding Protein 1) et la gluconéogenése via
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C/EBP (CCAAT/Enhancer-Binding Protein). Enfin, des souris présentant une mutation perte de

Ln/Ln

fonction (nommée Ln pour Lean) pour le géne de la myostatine ou Mstn™"", ont des taux sériques de

TNF-a réduits et sont protégés contre I'insulino-résistance hépatique (Wilkes et al. 2009).

PATHOLOGIES METABOLIQUES

Le syndrome métabolique correspond a I'association de plusieurs défauts du métabolisme
comme une pression sanguine élevée, une hyperglycémie et une augmentation de la masse
graisseuse. De nombreuses pathologies sont associées a ce syndrome, notamment le diabéte de type

Il et 'obésité.

Le diabéte de type Il se traduit par une hyperglycémie, une hyperinsulémie, une dyslipidémie
et trés souvent une obésité (Lebovitz 1999; Reaven 2005). Le diabéte de type Il représente environ
90% des cas de diabéte dans le monde. Sa prévalence est en augmentation ces dix derniéres années,
environ 170 millions de personnes sont concernées par cette pathologie (Wild et al. 2004). Le
diabéte est une pathologie multifactorielle qui associe facteurs génétiques et environnementaux. Elle
est la conséquence d’une insulino-résistance et de défauts de sécrétion d’insuline des flots
pancréatiques. Une augmentation des adipokines, résistine, leptine, TNF-a, IL-6 et MCP-1
((Monocyte chemoattractant protein-1), est observée chez les patients atteints de diabete de type Il
(Samuel & Shulman 2012). Des études récentes ont également démontré que les taux de myostatine
circulantes étaient corrélés avec le diabéte de type Il (Brandt et al. 2012; Wang et al. 2012). La
progression de cette pathologie a été définie en 5 phases (Weir & Bonner-Weir 2004). Durant la
premiere phase, l'insulino-résistance est compensée par une augmentation de la sécrétion de
I'insuline, qui résulte d’une augmentation de la quantité de cellules B pancréatiques et de I’activité
de ces cellules. Lors de la deuxieme phase, les cellules B ne sont plus capables de compenser
I'insulino-résistance et une hyperglycémie apparait. Au cours de la troisieme phase, I'hyperglycémie
provoque une glucotoxicité qui empéche la sécrétion normale d’insuline par les cellules B, ce qui
permet I'acidocétose due a I'accumulation de corps cétoniques. Au cours de la quatrieme étape, le
faible taux d’insuline permet encore de limiter I'acidocétose. Celle-ci n’est plus continue au cours de

la derniére étape. Le sujet devient alors dépendant d’un apport exogene d’insuline.

L'obésité correspond a une augmentation drastique de la masse corporelle due a une
accumulation de la masse graisseuse et des défauts métaboliques. L'augmentation de la prévalence
de I'obésité a attiré I'attention sur un vrai probléeme mondial. D'aprés I'OMS (Organisation mondiale

de la santé), le nombre de cas d’obésité aurait doublé depuis 1980. En 2014, plus de 1,9 milliard
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d’adultes (personnes de plus de 18 ans) seraient en surpoids. Sur ce total, plus de 600 millions
seraient obéses. Aux Etats-Unis, seulement un tiers des adultes auraient un poids dit «<normal» et des
tendances similaires sont observées dans le monde. L'obésité peut étre associée a plusieurs
conditions pathologiques, dont la plus dévastatrice est le diabete de type Il. Comme cette derniére,
I'obésité est souvent associée a I'insulino-résistance. Les patients obéses présentent des taux élevés
d’adipokines et de myokines proinflammatoires comme RBP4 (Retinol-Binding Protein 4), la résistine,
la leptine, TNF-a, IL-6 et MCP-1 et la myostatine (Allen et al. 2011). RBP4 induit une insulino-
résistance en diminuant I'activation de la voie PI3K/AKT dans le muscle et en favorisant I'expression
de Pck dans le foie. Une augmentation de TNF-a, d’IL-6 et de MCP-1 est également observé dans la
circulation sanguine de patients obeéses (Fain et al. 2004; Kahn et al. 2006). TNF-a et d'lIL-6 agissent
via la voie JNK pour activer les médiateurs potentiels de l'inflammation qui peuvent conduire a

I'insulino-résistance (Kahn et al. 2006).

La myostatine semble donc jouer un réle clé dans 'homéostasie du glucose (Tableau 6).
Comme pour le muscle, son invalidation offre de nouvelles perspectives pour soigner I'obésité ou le
diabéte de type Il. Dans ce contexte, de nombreux travaux ont été réalisés avec les inhibiteurs de la
myostatine comme le propeptide, la follistatine et FSTL3 (Tableau 6). Les souris qui surexpriment Fst
présentent un phénotype hypermusclé ainsi qu’une diminution de I'accumulation de gras
(Gangopadhyay 2013). La follistatine favorise également la différenciation du tissu adipeux brun et
régule positivement I'expression des marqueurs spécifiques de I'oxydation des acides gras, de la
biogenése mitochondriale et de la dépense énergétique (Braga et al. 2014). De la méme facon des
souris surexprimant Fst/3 soumises a un régime alimentaire riche (HFD) présentent également une
sensibilité a I'insuline accrue et une diminution de la masse adipeuse (Brandt et al. 2015). Mais de
facon surprenante, les souris KO pour Fst/3 développent plusieurs phénotypes dont une
augmentation de la taille et du nombre d’ilots pancréatiques, une diminution de la masse adipeuse
viscérale et une sensibilité a I'insuline accrue (Mukherjee et al. 2007). Ces résultats suggerent que les
roles de la follistatine et FSTL3 sont complexes et multiples et que leurs actions sur d’autres acteurs

du métabolisme comme I'activine pourraient expliquer tous ces différents phénotypes.
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TABLEAU 6. PHENOTYPES METABOLIQUES OBTENUS LORS DE L'INVALIDATION DE LA MYOSTATINE.

_ REGIME STANDARD HF
Modeéle murins Muscle Masse adipeuse Autres Masse adipeuse  Autres
Hypertrophie
Hyperplasie MTG ™TG
Mstn-/ Fibre v sl v s
glycolytique
Mstn'”"" \2 J sl
Mstn-/-, ob/ob N% Y Hg
Mstn-/-, Av/a N ™ TG
FstI3-/- N2 Sl
Muscle spécifique
, Hypertrophie ™NTG
Mstn Propeptide Hyperplasie N 25|
Hypertrophie MNTG ™ TG
Rl Hyperplasie v S| v NI
Mstn Atrophie ™
J TG
FstiI3 ™ N; 25|
Tissu adipeux spécifique
DN Acvr2b
Mstn ™TG N ™ TG

Protéines injectées

Hypertrophie T
FST288 Fibre N
glycolytique T

Acvr2b, Activin receptor type llb ; DN, Dominant Négatif ; FST288, Follistatine 288 (isoforme) ; Fstl3, Follistatin-
like 3 ; HFD, HFD ; Mstn, myostatine ; TG, Tolérance au glucose ; Si, Sensibilité a I'Insuline.

La myostatine se présente comme un acteur important impliqué a la fois dans le
développement musculaire et dans I’"homéostasie du glucose. Elle participe également a la
communication entre les organes, comme le foie, le muscle le pancréas et le tissu adipeux,
impliqués dans le métabolisme lipidique et glucidique. Les données de la littérature
démontrent que la régulation de la myostatine est un processus complexe et réqulé par de
nombreux acteurs. Nous pouvons alors nous demander si modifier I'expression de ces

différents partenaires conduit systématiquement au méme phénotype.
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3. LESPROTEINES GASPs

GASP-1 et GASP-2 (GDF-Associated Serum Protein) sont des protéines sécrétées comprenant
plusieurs domaines associées a des inhibiteurs de protéases. Elles sont aussi nommées
respectivement WFIKKN2 et WFIKKN1 en référence a leurs domaines WAP (Whey Acidic Protein),
Follistatine/Kazal, Immunoglobuline, Kunitz et Nétrine. C’'est I"équipe de Hill qui découvre pour la
premiere fois une fonction associée a une de ces deux protéines en recherchant de nouveaux
partenaires de la myostatine a partir de sérum humain et murin. Ainsi, ils démontrent que GASP-1
est capable de se lier et d’inhiber la myostatine (Hill et al. 2003). Des études in vitro plus récentes
démontrent que GASP-2 inhibe également cette protéine. (Kondas et al. 2008; Szlama et al. 2010).
Bien que des études in vitro suggerent d’autres fonctions associées aux protéines GASPs, c’est
I'intérét que représente GASP-1, en tant que régulateur de la myostatine au cours de la myogenese,

qui est le plus exploité (Haidet et al. 2008).

Le géne Gasp-1 se situe sur le chromosome 11 chez la souris. Il est composé de deux exons
de 738 et 2850 pb respectivement et d’une séquence intronique de 3236 pb (Figure 19). Il code une
protéine de 576 acides aminés. Ce géne est également retrouvé chez 'homme (chromosome 17) et
chez le bovin (chromosome 19) avec quelques variations dans la taille des séquences exoniques et
protéiques. GASP-1 posséde un paralogue, GASP-2, avec qui elle partage 54% d’homologie. Le gene
Gasp-2 se situe sur le chromosome 17 chez la souris avec deux exons de 442 et 1539 bp et d'un
intron de 695 bp et donne une protéine de 542 aa (Figure 19). Le gene est retrouvé sur le
chromosome 16 chez 'homme et le chromosome 25 chez le bovin avec également quelques

variations de séquences.

GASP-1 et GASP-2 sont des protéines multidomaines (Figure 19) (Trexler et al. 2001, 2002).
Elles possédent toutes deux un domaine immunoglobuline de type 1gC2 (Immunoglobulin
complement 2) et plusieurs domaines retrouvés sur des inhibiteurs de protéases : un domaine WAP
connu pour étre un inhibiteur des sérines protéases, un domaine Follistatine/Kazal qui est capable de
fixer la myostatine et plusieurs membres de la famille des TGFBs par son domaine follistatine et
d’inhiber des sérines protéases par son domaine Kazal. Les protéines GASPs font en effet partie de la
famille des protéines a domaine FS et sont capables d’inhiber la myostatine et GDF-11 (Hill et al.

2003; Kondas et al. 2008; Szlama et al. 2010).
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Gene Gasp - -n :
Gasp-1:6752pb

Gasp-2:2676 pb

AUG UGA ou UAG

ARNm Gasp
Gasp-1:1716b

Gasp-2:1659b

Protéine GASP

Gasp-2:552aa

FIGURE 19. STRUCTURE DES GENES ET DES PROTEINES GASPs CHEZ LA SOURIS. Les genes Gasp-1 et Gasp-2
sont constitués de trois exons. Chez la souris, le transcrit Gasp-1 code pour une protéine de 576 acides aminés
et le transcrit Gasp-2 pour une protéine de 542 acides aminés. Ces deux protéines sont composées d’un
peptide signal, de plusieurs domaines : WAP, FS/K, Ig (Igc2), Kunitz et NTR. FS/K, Follistatine/Kazal GASP,
Growth and Differentiation Factor-Associated Serum Protein ; Ig, Immunoglobuline ; Igc2 (Immunoglobulin
complement 2 ; NTR, Nétrine ; PS, peptide signal ; WAP, Whey Acidic Protein.

Les protéines GASPs contiennent également deux domaines Kunitz retrouvés sur des
protéines qui inactivent des sérines protéases, et un domaine nétrine retrouvé sur les protéines
inhibitrices de métalloprotéases. C’'est aussi par ce dernier domaine que GASP-1 se lie au propeptide
de la myostatine, ce qui constitue une particularité de GASP-1 puisque c’est le seul inhibiteur de la

myostatine qui se lie au propeptide (Hill et al. 2003).
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FIGURE 20. NIVEAU D'EXPRESSION TISSULAIRE DES GENES Gasps CHEZ L'HOMME. (A) Niveau d’expression
tissulaire des génes Gasps au stade foetaux chez ’homme. (B) Niveau d’expression tissulaire des génes Gasps
au stade adulte chez I'homme. Gapdh, glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase ; Gasp, Growth and
Differentiation Factor-associated serum protein. (Trexler et al. 2002).

L’expression tissulaire de ces deux protéines varient entre les espéces et au cours du
développement au sein d’'une méme espece. Au stade foetal chez I’lhomme, Gasp-1 est exprimé dans
le cerveau, les reins, le muscle squelettique, le thymus, et plus faiblement dans les poumons et est
absent dans le foie, le coeur et la rate (Figure 20A). A ce stade, Gasp-2 est également exprimé dans le
muscle squelettique, les reins, les poumons, le foie et plus faiblement dans le thymus, le cerveau et
la rate (Figure 20A) (Trexler et al. 2002). Chez I'adulte, Gasp-1 et Gasp-2 sont présents dans le
pancréas, le thymus, les reins, les poumons, le testicule, et I'ovaire. Gasp-1 est également retrouvé
dans le cerveau et le muscle squelettique et Gasp-2 faiblement dans la rate (Figure 20B) (Trexler et
al. 2002). Un profil d’expression tissulaire similaire est retrouvé chez la souris pour le gene Gasp-1

(Hill et al. 2003).
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Le rble de I'ancétre commun des protéines GASPs (WFIKKN chez les chordés invertébrés)
aurait été de lier MSTN/GDF-11 (protéine présente chez les amphioxus), I'ancétre commun de la
myostatine et de GDF-11 (Monestier et al. 2012b). Ces résultats semblent confirmer par d’autres
études in vitro démontrant que GASP-1 aurait plus d’affinité pour la myostatine et GASP-2 pour GDF-
11 (Szldma et al. 2010; Walker et al. 2015). Mais les différences dans la distribution tissulaire de ces
protéines pourrait également déterminer laquelle des deux régulent I’action de la myostatine et de

GDF-11 ou d’autres de leur partenaires.

3.1. ROLE DANS LE MUSCLE STRIE SQUELETTIQUE

Les protéines GASPs présentent dans ce contexte un intérét particulier : la présence des
protéines GASPs dans le muscle squelettique au stade foetal et dans une moindre mesure au stade
adulte leur permettrait de participer a la régulation de la myostatine durant les différentes phases du
développement musculaire. De plus, la particularité de GASP-1 et de GASP-2, par rapport a la
follistatine, est qu’elles ne lient pas I'activine (protéine de la famille des TGFBs impliqués dans de
nombreux processus physiologiques), les rendant plus spécifiques de la myostatine (Szlama et al.
2010). De récents travaux montrent que les protéines GASPs pourraient inhiber la myostatine sous sa
forme mature mais également sous sa forme latente (Figure 21). En effet, il a été montré que la
protéine GASP-1 pouvait s’associer au propeptide de la myostatine par son domaine nétrine (Hill et
al. 2003). Enfin, ces protéines contiennent également différents domaines retrouvés sur différents
inhibiteurs de protéases. Ces domaines pourraient empécher 'action de la furine (sérine protéase) et
des BMP-1/Tolloid (métalloprotéases) impliqués dans la maturation de la myostatine (Figure 21)

(Kondas et al. 2011).

Dans la littérature, peu de travaux utilisant des approches in vivo sur les protéines GASPs
dans un contexte myogénique ont été décrits. Des études effectuées sur les niveaux d’expression des
inhibiteurs de la myostatine au cours de la croissance musculaire longitudinale révelent que GASP-1
pourrait réguler la myostatine au cours de cette croissance (Aoki et al. 2009). Dans |'optique de
mettre en place des stratégies thérapeutiques, une injection directe de Gasp-1 et d’autres inhibiteurs
de la myostatine transportés par des adénovirus dans les muscles des membres inférieurs de souris a
été réalisée. Cette expérience révele qu’une surexpression de Gasp-1 dans ces tissus augmente la
masse et la force musculaire mais de facon moins importante que la follistatine (Haidet et al. 2008;
Rodino-Klapac et al. 2009). Des travaux réalisés in vitro (Bonala et al. 2012) sur des myoblastes

humains et murins montrent que la protéine PPARB/S activerait GASP-1 pour moduler négativement
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la voie de la myostatine. Une étude récente semble également associer GASP-1 et la croissance

musculaire chez les males ovidés (Wang et al. 2014, 2015).

Promyostatine
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FIGURE 21. FONCTIONS BIOLOGIQUES DES PROTEINES GASPs COMME ANTAGONISTES DE LA MYOSTATINE.
Les protéines GASPs bloquent I'activité de la myostatine en 'empéchant de se fixer a son récepteur. GASP-1 et
GASP-2 étant des protéines contenant plusieurs domaines inhibiteurs de protéases, elles pourraient également
bloquer la maturation de la myostatine en empéchant I'action de la furine et/ou des BMP-1/Tolloid. BMP-1
Bone morphogenetic protein-1,; GASP, Growth and Differentiation Factor-Associated Serum Protein ; MEC,
Matrice Extracellulaire. (Kondas et al. 2011).

Des résultats relativement similaires ont été obtenus chez des souris qui surexpriment Gasp-
1 (nommeées surGasp1-20 ou Tg(Gasp-1)) de fagon ubiquitaire (Monestier et al. 2012a). Ces souris a 3
mois présentent une augmentation de la masse musculaire associée a une hypertrophie des fibres
musculaires, mais sans hyperplasie et sans variation du type de fibres et du pourcentage de masse
graisseuse (Figure 22) (Monestier et al. 2012a). L’absence d’hyperplasie est étonnante en
comparaison avec les modeéles qui surexpriment la follistatine ou Fst/3. L’action de la follistatine et

FSTL3 sur la myostatine et sur I'activine pourrait expliquer cette différence de phénotype. Une autre
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hypothese laisse suggérer que GASP-1 n’aurait pas d’effet sur le développement musculaire avant la

naissance.
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FIGURE 22. PHENOTYPE HYPERMUSCLE DES SOURIS Tg(Gasp-1). Les souris Tg(Gasp-1) correspondent a la
lignée surGasp-1 20 (représentée sur les graphes en gris clair) et surexpriment Gasp-1 environ 800 fois et de
fagon ubiquitaire. La lignée surGasp-1 06 (en gris foncé) surexpriment Gasp-1 environ 8 fois par rapport aux
souris sauvages (en gris tres foncé) (A) Photographie des membres postérieurs de souris dgées de 3 mois,
sauvages (a gauche) et Tg(Gasp-1) (a droite).(B). A 3 mois, les souris Tg(Gasp-1) et surGasp-1 06 présentent une
augmentation de leur masse musculaire comparée aux souris WT. (C) Cette augmentation est di a une
hypertrophie des fibres musculaires chez les souris qui surexpriment Gasp-1. (D). A la différence des souris KO
pour la myostatine (Gdf8'/') les souris Tg(Gasp-1) ne présentent pas de variation du pourcentage de leur masse
adipeuse lorsqu’elles sont agées de 3 mois. Gasp-1, GDF-associated serum protein-1; GDF-8, Growth and
differentiation factor-8 ; KO, Knock-out ; WT, Wild-type. (Monestier et al. 2012a).

Si Gasp-1 a été largement étudié dans un contexte musculaire, ce n’est pas le cas pour Gasp-
2. Présentant un fort pourcentage d’identité avec Gasp-1 et n’ayant jamais été retrouvé associé in
vivo avec la myostatine, peu d’études ont été réalisées sur cet antagoniste dans un contexte
myogénique. De plus, différents travaux indiquent que GASP-1 est un plus puissant inhibiteur de la

myostatine que GASP-2 (Szldma et al. 2010; Walker et al. 2015).
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Pourtant, de récents travaux semblent démontrer que Gasp-2 aurait également un effet sur
la croissance musculaire et sur la mise en place du squelette axial (Lee & Lee 2013). Des modéles
murins knock-out pour Gasp-1 ou pour Gasp-2 (Gasp-17" et Gasp-27") ont été générés par I'équipe de
Lee (Figure 23). Ces deux modeles présentent une atrophie musculaire observable des I'age de 8
mois. Aucune variation n’est observée auparavant et le nombre de fibres ne varie pas chez ces deux
modeles murins comparés aux souris sauvages. Ces résultats semblent renforcer I'hypothese établie
précédemment qui serait que Gasp-1 et Gasp-2 n’aurait pas d’effet au stade embryonnaire sur le
muscle squelettique. Les souris Gasp—l'/' semblent présenter une atrophie légerement plus prononcé
(environ 10% de perte de masse musculaire) que les souris Gasp2” (environ 5 & 7%) suggérant
comme précédemment que Gasp-1 serait un meilleur inhibiteur de la myostatine. Les souris KO pour
Gasp-1 et Gasp-2 présentent également des défauts de régénération musculaire (Lee & Lee 2013).
Les souris Gasp-27" présentent aussi des défauts au niveau du squelettique et plus particuliérement
une postériorisation du squelette axial. Ce résultat est en contraste avec celui observé dans les souris
Gdf-117". Le phénotype squelettique observé lors de I'invalidation de Gasp-2 est aggravé lorsque ces
souris sont croisés avec des souris KO pour la follistatine (Fst”) ce qui suggére une redondance de
fonction entre GASP-2 et la follistatine au cours du développement du squelette axial (Figure 23). Les
souris Gaspl'/' ne présentent pas de défauts dans la mise en place du squelette axial, seul un défaut

au niveau du crane est observé.
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FIGURE 23. PHENOTYPE DES SOURIS Gaspl'/' ET GaspZ'/'. (A) Les souris Gasp-l'/' et Gasp-Z'/' présentent une
diminution de leur masse musculaire a partir de I’dge de 8 mois par rapport aux souris sauvages. (B) Aucune
variation du nombre de fibres n’est observée entre les souris sauvages et les souris KO pour le géne Gasp-1 ou
Gasp-2. (C). Les souris Gasp-Z'/' présentent des transformations homéotiques de postériorisation. Ce
phénotype est aggravé si les souris Gasp-Z'/' sont croisées avec des souris Fst” et correspond au phénotype
inverse a celui retrouvé chez les souris Gdfll'/ ". Fst, Follistatine ; Gasp, Growth and Differentiation Factor-
associated serum protein ; GDF-11, Growth and Differentiation Factor-11; KO, Knock-out ; Wt, Wild-type. (Lee
& Lee 2013).

L’ensemble de ces données va dans le sens d’une implication de GASP-1 et de GASP-2 dans la
mise en place du systéme musculaire. Cependant, des études fonctionnelles et moléculaires plus
approfondies restent encore a effectuer, en particulier, pour mieux appréhender les différents réles

de GASP-1 et de GASP-2 dans d’autres organes.

3.2. AUTRES ROLES CONNUS

Des analyses in vitro sur 'activité inhibitrice de protéase du second domaine kunitz de GASP-
2 ont été réalisées, mais aucun effet n’a été détecté sur la plupart des protéases testées
(chymotrypsine, furine, BMP1...). Seul une activité contre la trypsine serait pour I'instant associé a ce
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domaine (Nagy et al. 2003; Liepinsh et al. 2006). Des résultats plus récents sur les protéines GASP-1
et GASP-2 entieres confirmeraient leur capacité a inhiber la trypsine (Kondds et al. 2011). Les
protéines GASPs interagissent également avec TGFB-1, BMP-2, BMP-4 mais sans inhiber leur activité.
GASP-1 et GASP-2 pourraient donc jouer le réle de transporteur de TGFBs afin de localiser leurs
actions (Szlama et al. 2010). D’autres études, réalisées chez le rat sur ’'homologue de GASP-2, OC29,
montrent que cette protéine participerait au développement embryonnaire de I'oreille interne

(Nishida et al. 2004).

Enfin, leur distribution pluritissulaire suggere d’autres roles pour GASP-1 et a GASP-2 qui ne

sont actuellement pas connus (Trexler et al. 2002).
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OBJECTIFS DE THESE

L'équipe dans laquelle jai effectué ma these s’intéresse a I'étude du déterminisme génétique
du développement musculaire dans deux espéeces d’intérét, la souris et le bovin. Elle étudie plus
particulierement la voie de la myostatine et ses inhibiteurs, les protéines GASP-1 et GASP-2. Ainsi,
I’équipe a montré que la surexpression de Gasp-1 se traduit par une augmentation de la prolifération
et de la différenciation des cellules musculaires et par une augmentation de la masse musculaire
chez la souris associée a une hypertrophie mais sans hyperplasie des fibres (Monestier et al. 2012a).
De plus, ces souris ne présentent pas de diminution de la masse graisseuse lorsqu’elles sont agées de
3 mois. Ces résultats in vivo différent de ceux observés chez les souris Mstn”". Durant ma these, j'ai
pu travailler sur les différents projets de I'équipe qui cherche a déterminer les raisons des différences

phénotypiques observés entre ces deux modeles transgéniques :

- Comment expliquer I'absence d’hyperplasie observée chez les souris qui surexpriment Gasp-
1?

- Quel est le role de GASP-1 dans ’homéostasie des glucides et des lipides ?

- Enfin, GASP-2 étant peu étudié dans le contexte musculaire, comment agit-il sur la voie de la
myostatine au cours de la myogeneése ? Joue-elle un réle similaire a celui précédemment
observé de GASP-1?

- Les protéines GASPs agissent-elles indépendamment de la myostatine ?
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RESULTATS

CHAPITRE 1. ETUDE DU ROLE DE GASP-1 AU COURS DU
DEVELOPPEMENT MUSCULAIRE

L’absence d’hyperplasie musculaire dans les souris surexprimant Gasp-1 est dépendante de la
dérégulation de la voie de la myostatine

Au sein du laboratoire, un modeéle surexprimant Gasp-1 de fagon ubiquitaire, Tg(Gasp-1), a
été généré (Monestier et al. 2012a). Ces souris présentent une augmentation de leur poids total et
de leur masse musculaire associée a une hypertrophie observable dés 3 semaines. Cependant, ces
souris ne présent pas d’hyperplasie ni de variations du type de fibres musculaires (Monestier et al.
2012a). Plusieurs hypotheses pourraient expliquer ce phénotype différent de celui observé chez les
souris Mstn”". Le nombre de fibres étant déterminé dés la naissance, I’absence d’hyperplasie pourrait
s’expliquer par le fait que la surexpression de Gasp-1 n’agit pas sur la myostatine au cours de
I'embryogenése. L’hypertrophie observée chez les souris Tg(Gasp-1) est due soit a une synthése
protéique accrue et/ou a une augmentation de I'activation des cellules satellites durant la croissance
post-natale.

Pour répondre a ces hypotheses, une analyse moléculaire a été réalisée sur des cellules
musculaires dérivées des cellules satellites de souris Tg(Gasp-1), Mstn”" et sauvages. Nous avons
étudié les capacités de prolifération et de différenciation de ces cellules en les comparant aux
cellules sauvages et Mstn” . Les niveaux d’expression de la myostatine, de Gasp-1, d’autres membres
de la famille des TGFBs et de facteurs myogéniques ont été analysés a différents stades

embryonnaires et en post-natal.

Absence of hyperplasia in Gasp-1 overexpressing mice is dependent on myostatin up-
regulation
Caroline Brun, Luce Perié, Fabienne Baraige, Barbara Vernus, Anne Bonnieu and Véronique
Blanquet. Cell Physiol Biochem, 2014
2014;34(4):1241-59. doi: 10.1159/000366335

(Les données supplémentaires de I'article sont données en Annexe 1.)
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Cette étude a permis de révéler chez les souris Tg(Gasp-1) une inhibition de la voie des
SMAD2/3 ainsi qu’une activation de la voie AKT expliquant I’'hypertrophie musculaire observée deés
les premiers jours apres la naissance (Brun et al. 2014). Mais de facon inattendue, nous avons
observé une augmentation des taux de transcrits et de protéines de la myostatine dans les souris
Tg(Gasp-1) dés les premiers stades embryonnaires. Cette dérégulation de I'expression de la
myostatine serait a I'origine du phénotype hypermusclé particulier observé chez ces souris. Une telle
dérégulation des taux de transcrits Mstn avait été rapportée par I'équipe de Kambadur, dans leur
modele de souris KO pour Smad3 et permettait d’expliquer le phénotype musculaire d’atrophie
observé (Ge et al. 2012). Leur hypothése est que I'augmentation de I'expression de la myostatine
observée dans leur modele est probablement due a I'action d’une boucle de rétrocontrole positive.
Ces travaux démontrent également que la myostatine peut agir sur le développement musculaire
indépendamment de la voie SMAD2/3 (Ge et al. 2012).

Nous avons également pu détecter une diminution de I'expression de I'I-SMAD, Smad?7,
renforgant ainsi les résultats que I'activation de la myostatine se fait via son autorégulation. Cette
surexpression entraine également une activation de la voie ERK1/2 a I'origine de la dérégulation de
PAX7, et montre donc qu’au cours de I'embryogéneése, la myostatine agirait sur la voie ERK1/2 pour
contréler le pool de cellules progéniteurs.

De plus, 'augmentation de I'expression de Mstn observée chez les souris Tg(Gasp-1) durant
les phases embryonnaires et feetales en contrebalancant celle de Gasp-1 peut expliquer en partie
I’'absence d’hyperplasie. Néanmoins, nous ne pouvons exclure I'hypothése que Gasp-1 n’agit pas sur
les phases myogéniques prénatales.

Enfin, ces travaux ont révélé que la dérégulation de la myostatine influe sur I'expression
d’autres TGFBs mettant en lumiere I'existence d’un réseau génique entre les membres de cette

superfamille.
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CHAPITRE 2. ROLE DE GASP-1 DANS LA PATHOGENESE DU
SYNDROME METABOLIQUE

La surexpression de Gasp-1 entraine des désordres métaboliques suite a la deregulation de la
myostatine.

Une autre des particularités du phénotype des souris Tg(Gasp-1) est I'absence de variation
de masse graisseuse lorsqu’elles sont agées de 3 mois en comparaison des souris déficientes pour la
myostatine (Monestier et al. 2012a). A ce jour, aucune étude sur I'implication de Gasp-1 sur le tissu
adipeux et de facon plus générale, sur le métabolisme des glucides et des lipides n’a été entreprise.
La myostatine joue un réle important en tant que médiateur entre les tissus impliqués dans ce
métabolisme. La surexpression d’un de ses partenaires et inhibiteurs, comme Gasp-1 pourrait avoir
modulé son action sur cette communication inter-organes. Nous avons donc entrepris différentes
analyses moléculaires et métaboliques sur des souris sauvages et Tg(Gasp-1) jeunes et agées, afin
d’étudier les différents processus impliqués dans I'homéostasie glucidique et notamment ceux
associés au vieillissement. En effet, les souris Mstn”" sont protégées contre la prise de poids et des

défauts métaboliques apparaissant avec I’age (Zhao et al. 2005; Jackson et al. 2012).

Alteration of adiposity and glucose homeostasis in adult mice overexpressing Gasp-1.
Luce Perié, Caroline Brun, Fabienne Baraige, Laetitia Magnol and Véronique Blanquet.

Soumis dans Open Biology.

(Les données supplémentaires sont données en Annexes 2 et 3.)
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Alterations in adiposity and glucose homeostasis in adult overexpressing Gasp-1 mice
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Abstract

Gasp-1 is a myostatin antagonist, known to regulate myogenesis. Recent studies have shown
that myostatin can also impact on metabolism. The myostatin inactivation in Mstn-/- mice leads to an
increase of insulin sensitivity, a decrease of adiposity and a resistance to obesity. Surprisingly, we
found that overexpressing Gasp-1 mice gained weight with age due to an increase in fat mass
associated with ectopic fat accumulation. In addition, these mice develop an alteration of glucose
metabolism. This combination of phenotypes appears to arise from an increased myostatin bioactivity
by a positive feedback mechanism. Our results demonstrate that Gasp-1 regulation of myostatin is
critical for normal adult metabolic homeostasis. Overexpressing Gasp-1 mice develop most of the
symptoms associated with metabolic syndrome and could be a model of interest for the study of

disease pathogenesis, such as obesity and type 2 diabetes.

Keywords: Gasp-1, whole-body metabolism, myostatin, aging



Introduction

The Transforming Growth Factor B superfamily members are essential regulators of diverse
developmental and homeostatic processes in vertebrates and invertebrates including proliferation,
growth, differentiation, migration, and death, as well as physiological processes such as wound
healing, muscle regeneration [1]. More than thirty closely related proteins form this superfamily which
can be divided into two main functional groups, the transforming growth factor beta (TGF f)-like
group that induces the receptor-regulated SMAD transcription factors 2 and 3 and the Bone
Morphogenetic Proteins (BMP)-like group activating the R-Smads 1, 5 and 8 [2].

Mutations or alterations in the expression of components of these signaling pathways have been
associated with a wide range of human pathologies such as cancer, cardiovascular or muscle disorders
[3,4]. Therefore, several TGFp members have frequently been assessed as diagnostic or prognostic
markers and are also remarkable targets for drug development [5—7]. TGFp superfamily signaling is
not limited to Smad-mediated pathways, as they can also mediate signaling responses through non-
Smad pathways, in particular the mitogen activated protein kinase (MAPK) pathways, including
extracellular-signal-regulated kinase (ERK), p38, and Jun N-terminal kinase (JNK); the
phosphoinositide 3-kinase (PI(3)K)/Akt pathway, and the NF-kB pathway with a crosstalk between
canonical and non-canonical TGF-  pathways.

Myostatin (Mstn), also named Growth and Differentiation Factor-8 (GDF-8) signals through the TGF[3
branch and acts as a powerful negative regulator of muscle growth. It plays a key role in skeletal
muscle homeostasis. Loss-of-function mutations of the myostatin gene cause in different species
increase of skeletal muscle mass resulting from a combination of muscle fiber hypertrophy and
hyperplasia [8—11] while myostatin over-expression is associated with dramatic muscle atrophy in
mice lower skeletal muscle mass in male transgenic mice with muscle-specific overexpression of
myostatin [12,13].

In addition to its roles in skeletal muscle growth, many in vivo and in vitro studies have reported that
Mstn also regulates metabolism by effects on muscle as well as on other metabolic sites such as
adipose tissue or liver. Mstn” mice have a significant reduction in fat accumulation that becomes
exacerbated with aging, an increase of insulin sensitivity on both standard chow and high fat diet
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(HFD). As Guo et al. (2009) reported, Mstn”™ mice have increased carbohydrate utilization for energy
but the overall lipid utilization per animal did not change [14]. These mice have improved glucose and
insulin tolerance and reduced blood glucose and insulin levels [14]. In a hyperinsulinemic—euglycemic
clamp study, myostatin deficient mice have increased whole body glucose utilization rate with
increases in glucose utilization by white and brown adipose tissue. Treatment with a myostatin
antagonist also increased insulin sensitivity during HFD and a resistance to obesity [14-24].
Interestingly, loss of myostatin partially attenuates the obese and diabetic phenotypes of two mouse
models of obesity and diabetes, agouti lethal yellow (A) and obese (Lep®). [25-29].

Myostatin activity is mostly regulated by its extracellular inhibitors such as the myostatin propeptide,
follistatin, follistatin like 3 and GASP-1 [30-32]. Transgenic mice overexpressing the follistatin gene
or the Fstl3 gene in skeletal muscle have increased skeletal muscle mass due to hypertrophy and
hyperplasia and associated with a loss of global fat mass and adipose tissue [33,34]. Likewise,
transgenic overexpression of myostatin propeptide at three months of age prevents diet-induced
obesity and insulin resistance [29]. Altogether, these data would suggest that transgenic for which
myostatin is inhibited or reduced present a resistance to diet induced obesity and are protected against
the development of insulin resistance. But compared to these models, Tg(Gasp-1) overexpressing
Gasp-1 mice present only a myofiber hypertrophy without hyperplasia and without a switch of fiber
types No significant loss of fat mass was observed in Tg(Gasp-1) [32]. Using protein arrays on
satellite cell derived myoblasts from Tg(Gasp-1) mice, we have shown an up-regulation of myostatin
associated with an activation ERK1/2 signaling pathway and a decrease of Pax7 expression, which
could explain the absence of hyperplasia in our model [35]. We also hypothesized that this myostatin
up-regulation could be responsible for the absence of fat mass variation. To test this hypothesis, we
better characterized the Tg(Gasp-1) phenotype, with a particular focus on age related alterations in
metabolism. We show that old Tg(Gasp-1) mice present an increase of fat mass, an hyperglycemia, an
hyperinsulinemia and a hepatic steatosis. At the molecular level, in addition to the up-regulation of the
myostatin, we show a decrease of the muscle-specific glucose transporter Glut4 and an up-regulation

of proinflammatory cytokines. Our results suggest that these myokines influence the crosstalk between



skeletal muscle and adipose tissue and liver, contributing to the development of a metabolic syndrome
in Tg(Gasp-1) mice.
Materials & methods

Animals

Transgenic mice overexpressing Gasp-1 were generated in our team as described previously
[32]. Briefly, the Tg(Gasp-1) present an increase of body weight associated with a hypermuscular
phenotype. At 3 months of age, these mice present a hypertrophy of myofibers but no hyperplasia. All
mice were bred and housed in the animal facility of University of Limoges under controlled conditions
(21°C, 12-h light/12-h dark cycle) with free access to standard mouse chow (RM1 (P) 801151, Special

diets services) and tap water.

Phenotypic and Metabolic analyses

To monitor body weight gain, animals were weighed once a week during 16 months. Body
composition analysis to determine fat and muscle contents was performed on conscious mice at 10
weeks of age, using the EchoMRI-500™ whole body composition analyzer (Echo Medical Systems).
WT and Tg(Gasp-1) mice from different ages (n=7 per group) were fasted 16 h before blood
sampling. Blood samples were collected in lithium heparin tubes under isofluorane anesthesia
following the recommendations of ethical guidelines. At the collection day, blood samples were
centrifuged at 4000 rpm for 10 minutes and plasmas were harvested then analyzed on a

KONELAB 30 automat as previously described [36].

Muscle and adipose tissue weights were measured following dissection of 3 months and 16
months old mice. Individual muscles from both sides of the animal were taken and the average weight

was used for each muscle.

Histological analysis

Tissues were collected from WT and Tg(Gasp-1) mice at different ages and fixed in formol for

3 days. Then, tissues were embedded in paraffin and sectioned with microtome in 4 um thickness. The



sections were stained with hematoxylin and eosin. Measurements of area/size and quantification of

adipocytes and pancreas islets were realized with ImageJ software (http://rsbweb.nih.gov/ij/).

0il Red O solution was prepared in propylene glycol (5 g.I'") and heated at 100°C for 10 min.
Frozen liver were sectioned with a cryostat (8 um thick) and dried for 15 min at 37°C. Sections were
then fixed for 10 min in 10% formol /PBS (v/v). To detect neutral lipid accumulation, sections were

stained with Oil Red O for 10 min at RT and counterstained with hematoxylin for 2 min at RT.
RNA isolation, retrotranscription and gPCR

Total RNA from tissues were isolated using RNeasy midi kit (Qiagen). Synthesis of cDNA
was performed with the High Capacity cDNA Archive kit (Applied Biosystems) to convert 2 pg of
total RNA into single-stranded cDNA. Real-time quantitative PCR was performed on an ABI PRISM
7900 Sequence Detection System (Applied Biosystems) in triplicate using 20 ng of cDNA. The total
reaction volume of 17.5 ul was made of 8.75 ul 2xMaster Mix SYBR Green (Applied Biosystems)
and 300 nM of primers (Table 1). Relative mRNA expression values were calculated by the AACt
method with normalization of each sample to the average change in cycle threshold value of the

controls.
Western blotting

Tibialis anterior were crushed, centrifuged (12,000 x g, 4°C, 20 min) and then lysed in a
RIPA buffer (50 mM Tris, pH 8, 150 mM NaCl, 0.1% SDS, 1% NP-40, 0.5% sodium deoxycholate,
and protease inhibitors). Proteins were quantified at Asos,,, using the Bradford assay (Bio-Rad). Equal
amounts of proteins (50 pg) were resolved on SDS-polyacrylamide gels (4-12% gradient, Invitrogen)
and then transferred onto 0.2 um nitrocellulose membranes. Membranes were then blocked using
5% non-fat dry milk (w/v) in TBSTO0.1% buffer (50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, pH 7.4,
0.1% Tween-20) for 1 h at room temperature, followed by incubation with specific primary antibodies
overnight at 4°C. Primary antibodies were respectively used at a dilution of 1:1000 for anti-GLUT-4
antibody (MAB1272, R&D Systems) and 1:2000 for anti-GAPDH (AF5718, R&D Systems). After

4 washes in TBST 0.1% (v/v), membranes were incubated for 1 h at room temperature with 1:1000
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dilution of secondary antibodies: anti-goat IgG horse-radish peroxidase (HRP) conjugate (P0449,
Dako) or anti-mouse IgG HRP conjugate (P0447, Dako). After 4 more washes in TBST 0.1% (v/v),
immunoblots were developed by enhanced chemiluminescence. The developed films were analyzed

using ImageQuant TL software (GE Healthcare).

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) of myostatin and insulin

Myostatin concentration for mouse plasmas were determined in a sandwich ELISA
(GDF8/Myostatin ELISA kit, R&D Systems), as described previously [35]. Insulin concentrations
were also determined in a sandwich ELISA (Rat/Mouse Insulin ELISA kit, Millipore). All
measurements were performed in triplicate and data for the standard curve were fitted to a logistic plot
with the MARS Data Analysis Software (BMG Labtech) to determine the levels of myostatin and

insulin.

Cytokines antibodies array

Mouse cytokine array (Proteome Profiler Mouse Cytokine Array KitR&D Systems) were used
following the manufacturer’s instructions on mouse tibialis Anterior. The arrays were incubated
overnight at 4°C on a rocking platform shaker. The blots were detected using an enhanced
chemiluminescence (BM Chemiluminescence Western Blotting Substrate (POD)) (Roche Applied
Science) and exposed to a film (GE Healthcare Hyperfilm ECL, GE Healthcare). Densitometric

analysis of the array image files were performed using ImageQuant TL software (GE Healthcare).

Results

Overexpression of Gasp-1 leads to an increase of body weight and fat mass with age

The myostatin knockout mice phenotype, i.e increase of muscle mass and reduced adipose tissue do
not vary with age [16]. As GASP-1 acts as an inhibitor of myostatin, we checked if age-related
variations in Tg(Gasp-1) phenotype occur. First, we compared the body weight of wild type and
Tg(Gasp-1) mice at three and sixteen months of age. While we observed that both genotypes took

weight with aging, this increase is twice more important for aged Tg(Gasp-1) mice than WT (Fig 1A-



B). One hypothesis is the body weight gain is related to an increase of global fat mass. Therefore, we
calculate the percentages of lean and fat mass of Tg(Gasp-1) mice compared to wildtype (Fig 1C).
Only, an increase of fat mass is observed in old Tg(Gasp-1) mice. No significant difference was
observed in young mice (Fig 1C). We tested if this fat mass increase is associated with an increase of
muscle mass in old Tg(Gasp-1). We measured weight of three different muscles representative of each
muscular metabolism: the soleus (slow oxidative), the tibialis anterior (fast, glycolytic), and the
gastrocnemius (which have both oxidative and glycolytic myofibers). As already shown in young
Tg(Gasp-1) mice [32], we observed an increase about 10% (tibialis) and 18% (gastrocnemius) in
Tg(Gasp-1) mice at 16 months of age . No variation was detected in soleus (Fig 1D). We also showed
a decrease of muscle mass associated with aging in WT mice but muscle of Tg(Gasp-1) mice seemed

to be protected against this decrease (Fig 1D).

Fat mass accumulation is due to both WAT mass increase and ectopic fat deposition in liver

To determine the location of the fat mass accumulation in old Tg(Gasp-1) mice, we analysed
the relative proportion of epididymal and inguinal masses, two white adipose tissues, compared to
body weight (Fig 2A). While the increase of white adipose tissue is observed in old wildtype and
mutant mice compared to young animals, the variation was more important in transgenic mice (Fig
2A). Histological analyses revealed an increased adipocyte cross-sectional area (CSA) in old Tg(Gasp-
1) with a distribution of more larger adipocytes compared to WT mice (Fig 2B). In a lesser extent, this
distribution was also slightly shifted towards larger adipocytes in young transgenic mice. Altogether,
these results highlighted an adipocyte hypertrophy in Tg(Gasp-1) animals with a more pronounced

effect in old mice.

As liver tissue is capable of storing fat mass, we realized an Oil red O staining on liver frozen
sections of young and aged WT and Tg(Gasp-1) mice (Fig 2C). We observed extensive lipidic
macrovesicular and microvesicular in liver of old Tg(Gasp-1), revealing an hepatic steatosis (Fig
2C).To check if the mice developed a hepatic necrosis too, the alanine aminotransferase (ALT C) and

asparagine aminotransferase (AST C) enzymes activities were scored in both genotypes (Table 2).



Aged transgenic mice present a significant higher level of ALT C and ATC C enzymes (Table 2).
These results underlined a global deregulation of fat storage with an increase of fat mass and ectopic
fat deposition in aged Tg(Gasp-1) mice. Therefore, we measured their levels in liver as well in serum
of young and old mice. No variation was observed in young WT and Tg(Gasp-1) mice (Fig 2D).

However, a significant increase of triglycerides was detected in aged Tg(Gasp-1) mice (Fig 2D).

Old Tg(Gasp-1) mice develop an alteration of glucose homeostasis

We then measured glucose rates and insulin level in serum of young and old transgenic mice.
The sugar level was significantly higher in aged Tg(Gasp-1) mice than aged WT (Fig 3A). No
variation was observed between WT and Tg(Gasp-1) young mice. An increase of the insulin level was
also observed (Fig 3B) confirming a glucose homeostasis deregulation. If insulin cannot act on the
liver, the gluconeogenesis gene expression should increase. Therefore, we analyzed the expression of
two key enzymes of this metabolic pathway, Pckl (phosphoenolpyruvate carboxykinase 1) and
Go6Pase (glucose-6-phosphatase) Pckl expression was up-regulated by 3-fold in aged Tg(Gasp-1)
while a slight increase of G6Pase (1.5-fold) was observed (Fig 3C). There was no significant variation
of Pckl and G6Pase expression in young mice (Fig 3C). This result confirmed an elevation of hepatic
gluconeogenesis which contributes to hyperglycemia. To evaluate if Tg(Gasp-1) mice develop glucose
uptake defects in muscle, we analyzed the expression of the glucose transporter GLUT-4, which is
regulated by insulin and found specifically in heart tissue, skeletal muscle, and adipose tissues.
Western blot analysis revealed a decrease of GLUT-4 expression in tibialis anterior muscle of

Tg(Gasp-1) mice compared to WT regardless of age (Fig 3D).

The alteration of glucose homeostasis can lead to modifications of muscle metabolism, notably
a switch of slow- to fast-type myofibers. According to their myosin heavy chain (Myh) expression
profiles, myofibers can be classified in two types: slow-type myofibers or type I expressing Myh7 and
fast-type myofibers or type Ila, IIx and IIb expressing Myh2, Myhl and Myh4 respectively. Q-PCR
analyses performed on tibialis anterior muscles of young Tg(Gasp-1) mice revealed a 4.5 fold up-

regulation of Myh7 compared to WT (Fig. 4A). Myh7 is drastically decreased in the aged Tg(Gasp-1)



mice. To confirm these data, we quantified the expression level of Pgcl/a and FoxO1 genes which are
essentially expressed in slow-type and fast-type myofibers respectively. While no variation of FoxOl1
expression was observed, Pgcla expression was increased by 2 fold in young Tg(Gasp-1) mice
compared to WT (Fig. 4B). In Tg(Gasp-1) mice, Pgcla expression was decreased at 16 months of age
compared to young mice. These results showed a global decrease of slow-type myofibers in Tg(Gasp-
1) as well as the development of a metabolic syndrome with aging responsible for the deregulation of

glucose and fat homeostasis in Tg(Gasp-1) mice.
Myostatin and myokines can be the cause of the metabolism phenotype in Tg(Gasp-1) mice

Molecular analysis performed on 3 months of age Tg(Gasp-1) mice revealed an increase of
myostatin expression related to its auto-regulation and despite its inhibition, myostatin led to Pax7
deregulation through its non-canonical Erk1/2 signaling pathway [35]. We hypothesized that the up-
regulation of myostatin is responsible for muscle metabolism deregulation associated with age in
Tg(Gasp-1) mice. Therefore, we measured myostatin expression on tibialis anterior and found a
myostatin expression increase by 5 fold in old Tg(Gasp-1) mice compared to WT mice (Fig 5A). In
serum, this up-regulation is also observed (Fig 5B). To get a better insight into the molecular
mechanism, we tested the proinflammatory myokines, the Tumor necrosis factor, chemokine C—C
motif ligand 2, and plasminogen activator inhibitor-1 that are overly secreted in metabolic diseases
associated with insulin resistance such as obesity and type 2 diabetes. As shown in Table 3, Tg(Gasp-
1) mice present an significant increase of TNF-a and the chemokine CXCL10 and to a lesser extent
the chemokines CXCL 2, 11,12, CCL17, the interleukin IL17 and TIMP-1. These data suggested that

Tg(Gasp-1) mice exhibit the most common metabolic symptoms of a type 2 diabetes and obesity.
Discussion

To highlight the role of Gasp-1 in muscle development and metabolism, we have generated a mouse
model overexpressing Gasp-1. Phenotypic analyses at 3 months of age revealed that these mice
present muscle hypertrophy without hyperplasia and no loss of fat mass. The adipose phenotype in

young Tg(Gasp-1) was unexpected compared to Mstn” mice which present a loss of fat mass at the



same age [16]. To determine whether a reduced adiposity occurs later, we carried out our phenotypic
analyses on old mice. Unexpectedly, we showed that Tg(Gasp-1) animals gained weight with age due
to an increase in fat mass associated with ectopic fat accumulation. In addition, Tg(Gasp-1) mice
develop an adipocyte hypertrophy, and alteration of glucose homeostasis. All these symptoms showed
that the Tg(Gasp-1) mice present an opposite phenotype as other models overexpressing myostatin
inhibitors. It was reported that mice overexpressing follisatin have a decrease body fat mass and an
increase insulin sensitivity [34]. Likewise, Fstl3 overexpressing mice subjected to a High Fat Diet
exhibit this phenotype too [33]. GASP-1 is not known to inhibit activin, another TGF-f member
participating in the metabolism and muscle development, unlike FST and FSTL3 which inhibit both
myostatin and activin [31,37-40]. Therefore, the phenotypic differences observed in these three
transgenic models might be explained by the action of Fst and Fstl3 on activin. In addition, we have
recently shown that the Tg(Gasp-1) mice present an upregulation of myostatin by a feedback loop
through Smad7 mechanism [35]. This dysregulated myostatin activity could lead to the metabolic
defects in Tg(Gasp-1) mice as myostatin is a key mediator in metabolism [41,42]. Myostatin can act
directly on the glucose transport by inhibiting GLUT4 expression, as we demonstrated in Tg(Gasp-1)
mice. Furthermore, myostatin negatively regulates Pgcla expression which promotes mitochondrial
biogenesis, lipid oxidation and leads to a fast-to-slow switch fiber type [17,43-45]. In our model, the
Pgclo expression decrease and the slow-to-fast switch fiber type confirmed the action of the

dysregulation of myostatin expression.

Myostatin can also act indirectly on organs or tissues involved in glucose homeostasis by modulating
the muscle secretome [23,41]. For example, myostatin promotes the production of pro-inflammatory
cytokine such as TNF or CXCL10. These two myokines, capable to induce an hepatic insulin
resistance and pancreatic lipotoxicity, are found overexpressed in patients with metabolic disorders
[23,46] as well as in Tg(Gasp-1) mice. Interestingly, other cytokines are overexpressed in Tg(Gasp-1)
animals such TIMP-1 and the chemokines CXCL11, CXCL2, CXCL9, CCL12. These cytokines are

also regularly found overexpressed in obese or diabetic individuals. [46—48].
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Finally, we cannot exclude a direct effect of Gasp-1 on glucose homeostasis since it is ubiquitously
overexpressed in our transgenic mice [32]. Its expression is ten times higher in Tg(Gasp-1) adipose
tissue compared to wild type mice (data not shown). This overexpression could be responsible for the
slight adipocyte hypertrophy observed in Tg(Gasp-1) and thus independently of its action of
myostatin. GASP-1 is also known to antagonize GDF-11, another TGFf} which promotes proliferation
and differentiation of pancreatic islets [49]. The observed overexpression of Gasp-1 in pancreas could
deregulate GDF11 signaling pathway and disturb the function of this tissue. Finally, GASP-1 by its
multiple protease inhibitors domains can also participates in the balance between protease and
inhibitors highly regulated in pancreas to control the glucose homeostasis [50,51]. Therefore,
treatment with recombinant protein Gasp-1 on pancreatic cells will present a great interest to
determine if Gasp-1 can act independently of myostatin on proliferation, differentiation and insulin

secretion capacity of these cells.

To conclude, our results demonstrate that Gasp-1 overexpression has significant impact on glucose
homeostasis and fat distribution. Aged Tg(Gasp-1) mice present several metabolic defects which could
be associated with insulin resistance. These results also demonstrate the complexity of crosstalk
between tissues regulating glucose homeostasis and the difficulty to determine the primary tissue

responsible from the alteration of glucose metabolism.
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Table

Table 1. List of the primers used for SybrGreen analyses

Genes Primers Sequences GenBank
G6pc-Fwd CCTCGTCTTCAAGTGGATTCTGT
Go6pc NM_008061
G6pc-Rev AAACACCGGAATCCATACGTTGGC
Pck1-Fwd GAACACAAGGGCAAGATCATC
Pckl NM_011044
Pckl-Rev TTGCCATCTTTGTCCTTCCG
Myhl-Fwd AAGCCGATGGGCATCTTCTC
Myhl NM_030679
Myhl-Rev GGACTTTCCAAGATGCTGCTC
Myh2-Fwd AATGCAGGGGACGCTGGAGGA
Myh2 NM_001039545
Myh2-Rev CATTCCTCACGGTCTTGGCG
Myh4-Fwd TCTGGCACCACACCTTCTA
Myh4 NM_010855
Myh4-Rev AGGCATACAGGGACAGCAC
Myh7-Fwd ACCTACTCGGGCCTCTTCTGC
Myh7 NM_080728
Myh7-Rev AGGGGCCTCGCTCCTCTTCTT
Pgcl-a-Fwd AAGTGTGGAACTCTCTGGAACTG
Pgcl-a NM_008904
Pgcl-a-Rev GGGTTATCTTGGTTGGCTTTATG
FoxO1-Fwd GCGGGCAATTCAATTCGCCACAA
FoxOl1 NM_019739
FoxO1-Rev CAGCTCTTCTTCGGGGTGATTTT
Mstn-Fwd CAGACCCGTCAAGACTCCTACA
Mstn NM_010834
Mstn-Rev CCTGCTTCACCACCTTCTTGA
B2m-Fwd CAGTGCCTGGGCTCATGTCAAG
B2m NM_009735
B2m-Rev GTTCGGCTTCCCATTCTCC
) B-actin-Fwd TCTGGCACCACACCTTCTA
f-actin . NM_007393
B-actin-Rev AGGCATACAGGGACAGCAC
Gapdh-Fwd TGTGTCCGTCGTGGATCTGA
Gapdh NM_008084
Gapdh-Rev CCTGCTTCACCACCTTCTTGA
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Table 2. Comparison of metabolic parameters between 3 month old (3mo) and 16 month old

(16mo) wild-type (WT) and Tg(Gasp-1) (Tg) littermates. Stutent’s test analysis when compared

with the WT. * : p value < 0.05 ; ** : p value < 0.01 ; *** : p value < 0.001.

WT 3mo Tg 3mo WT 16mo Tg 16mo
AST C 48.12 56.75 50.33 82.00 **
LDH 302.34 479.67 ** 314.67 461.00 *
Creatinine 8.97 12.25 * 8.67 11.00 *
LDL 0.42 0.44 0.52 0.63
HDL 4.26 3.56 523 4.72
Triglycerides 2.12 1.89 2.16 2.60 *
Total Proteins 50.24 51.00 49.33 43.33
Cholesterol 3.98 4.23 4.70 3.90
CK 102.35 398.67 * 95.67 249.00 **
Lactate 978.32 1235.67 * 886.67 1428.67 *
CK MB 85.23 138.33 87.33 85.33
Glucose 10.32 10.17 9.27 1327 *
ALT C 41.22 38.67 31.00 54.33  wwk
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Table 3. Comparison of cytokines expression between 16 month old (16mo) wild-type (WT) and
Tg(Gasp-1) (Tg) mice. Stutent’s test analysis when compared with the WT. * : p value < 0.05 ; ** : p
value < 0.01 ; ***: p value < 0.001

WT 16mo Tg 16mo

1IL-4 6,055 6,355

IL-16 2,32 2,22

IL-17 7,805 11,675 *
IL-23 0,645 5,71 Hdkk
IL-27 0,545 5,415 Hkk
zgégLIO/CRG-Z) 2,765 3485 o
I-TAC (CXCL11) 7,445 9,4 wk
KC (CXCL1) 10,975 14,305 *
M-CSF 6,92 7,655

MCP-5 (CCL12) 5,805 5,39

MIG (CXCL9) 5,775 4,7 *
MIP-2 (CXCL2) 2,035 3,385 wk
RANTES (CCL5) 0,155 3,51 Hk
SDF-1 (CXCL12) 0,015 2,31 *k
TARC (CCL17) 0,045 0,39

TIMP-1 5,785 8,605 *
TNF-a 6,855 12,125 Hk
TREM-1 5,485 6,21
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Figures
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Fig. 1. Body weights, proportions of muscle and fat mass of WT and Tg(Gasp-1) mice.

A. Morphological appearance of 3 month (upper panel) and 16 month old (bottom panel) WT and
Tg(Gasp-1) mice. B. Mean body weights of mice. C. Relative proportion of fat mass compared to
body weight. D. Relative proportion of muscle mass compared to body weight. B-D. WT, (3 months,
dark grey, n= 6, male and 16 months, hatched dark grey, n= 5, male) and Tg(Gasp-1) (3 months, light

grey, n= 15, male and 16 months, Tg(Gasp-1) (hatched light grey, n= 7, male)).

Statistical significance was assessed by a Student’s t test analysis by comparing each sample versus
young WT (*: p value < 0.05; **: p value < 0.005 ; ***: p value < 0.001) and old Tg(Gasp-1) versus
old WT mice (###: p value < 0.001).
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Figure 2
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Fig. 2. . Fat distribution and composition in WT and Tg(Gasp-1) mice.

A. Relative proportion of epididymal and inguinal masses (WT (3 months, dark grey, n= 6, male and
16 months, hatched dark grey, n= 5, male) and Tg(Gasp-1) (3 months, light grey, n= 5, male and 16
months, Tg(Gasp-1) (hatched light grey, n= 7, male)). B. Distribution of adipocytes area in adipose
tissue of 3 month (WT (red, n= 5, male), Tg(Gasp-1), (blue, n= 5, male)), 16-month old mice (WT,
(orange, n= 5, male) and Tg(Gasp-1), (green, n= 5, male)). C. Oil Red and hematoxylin staining of
frozen liver sections from 3 month and 16 month old WT and Tg(Gasp-1) mice confirm vesicular
steatosis (arrows). D. Triglycerides and cholesterol rates in liver of 3 month (WT (dark grey, n= 3,
male) and Tg(Gasp-1) (light grey, n= 3, male)) and 16 month old mice (WT (hatched dark grey

hatched, n= 3, male) and Tg(Gasp-1) (hatched light grey, n= 3, male)).
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Statistical significance was assessed by a Student’s t test analysis when compared with the young WT

mice (**: p value < 0.05; ***: p value < 0.005).
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Figure 3
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Fig. 3. Alteration of glucose metabolism in Tg(Gasp-1) mice. A. Glucose levels in serum of 3-

Relative gene expression

month (WT (dark grey bar, n= 4, male) and Tg(Gasp-1) (light grey, n= 3, male)) and 16-month-old
mice (WT (hatched dark grey, n= 5, male) and Tg(Gasp-1) (hatched light grey, n= 3)). B. Insulin
levels in serum of 3 month (WT (dark grey, n= 3) and Tg(Gasp-1) (light grey, n= 3, male)) and 16-
month-old mice (WT (hatched dark grey, n= 3, male) and Tg(Gasp-1) (hatched light grey, n= 3,
male)). C. Comparison of the relative mRNA expression levels of gluconeogenic genes (Pckl and
G6Pase) between WT and Tg(Gasp-1). D. Western Blot analysis of GLUT-4 in 3 month and 16 month

old WT and Tg(Gasp-1) mice.

Statistical significance was assessed by a Student’s t test analysis when compared with the young WT

mice (*: p value < 0.05; **: p value < 0.005 ; ***: p value < 0.001)
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Figure 4
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Fig. 4. Pgcl-a, FoxO1 and myosin heavy chain expression in muscles of (Tg(Gasp-1)) mice. A-B.
Relative mRNA expression levels of (A) Myh7, Myh2, Myh4 Myhl, (B) Pgcl-a and FoxO1l were
measured by PCR quantitative in Tibialis anterior of 3 month (WT (black bar, n=3) and Tg(Gasp-1)
(grey bar n= 3)) and 16 month old mice (WT (black hatched bar, n= 3) and Tg(Gasp-1) (grey hatched

bar n=3)).

Statistical significance was assessed by a Student’s t test analysis when compared with the young WT

mice (*: p value < 0.05; **: p value < 0.005 ; ***: p value < 0.001)
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Figure 5
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Fig. 5. Myostatin expression in muscles of (Tg(Gasp-1)) mice. A. Relative mRNA expression levels
of myostatin were measured by PCR quantitative in Tibialis anterior of 3 month (WT (black bar, n=3)
and Tg(Gasp-1) (grey bar n= 3)) and 16 month old mice (WT (black hatched bar, n= 3) and Tg(Gasp-
1) (grey hatched bar n=3)). B. Quantification of myostatin proteins measured by an ELISA Test from

WT and Tg(Gasp-1) serum (n = 4 mice by genotype and by age ; values are means + SD).

Statistical significance was assessed by a Student’s t test analysis when compared with the young WT

mice (*: p value < 0.05; **: p value < 0.005 ; ***: p value < 0.001)
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La surexpression de Gasp-1 entraine chez les souris agées de nombreux défauts
métaboliques dont une augmentation de la masse graisseuse, une accumulation de gras ectopique,
et une dérégulation de I’'homéostasie glucidique (Figure 25). Ces caracteres sont souvent retrouvés
dans les modeles de rongeurs étudiés pour I'obésité et le diabete de type Il. Ces résultats sont
surprenants car la plupart des modéles murins présentant une forte augmentation de la masse
musculaire souvent lié a une hypertrophie et une hyperplasie des myofibres suite a une inhibition de
la myostatine ont également leur masse adipeuse nettement diminuée. C’'est le cas par exemple des
modeles surexprimant Fst ou Fst/3 (McPherron & Lee 2002; Lee 2007a; McPherron 2010;
Gangopadhyay 2013; Brandt et al. 2015). Néanmoins, les souris surexprimant le propeptide ne
présentent pas d’hyperplasie, et seulement une tres faible variation de la masse adipeuse
lorsqu’elles sont soumises a un régime HFD (Zhao et al. 2005). L'absence d’hyperplasie dans les
souris Tg(Gasp-1) et celles surexprimant le propeptide semble indiquer que c’est |'association
hypertrophie/hyperplasie qui favoriserait une diminution de la masse graisseuse suite a I'inhibition

de la myostatine.

Des variations dans le métabolisme musculaire pourrait également déréguler ’"homéostasie
du glucose dans notre modele comme c’est le cas par exemple des souris déficientes pour p43, un
géne qui code un récepteur de la matrice mitochondriale. Ces souris présentent un phénotype
hypermusclé di a une hypertrophie des myofibres et a une diminution du métabolisme oxydatif suit
a une conversion des fibres oxydatives vers les fibres glycolytiques (Pessemesse et al. 2012). Ces
souris développent alors en vieillissant une hyperglycémie, une intolérance au glucose et une
insulino-résistance musculaire (Blanchet et al. 2012; Bertrand et al. 2013). Nous avons pu observer
que les souris Tg(Gasp-1) présentent en vieillissant une diminution de I’expression de Myh7, myosine
retrouvé dans les fibres lentes et oxydatives ainsi qu’une diminution de Pgcl-a. Ce dernier est connu
pour favoriser le métabolisme oxydatif des myofibres et la biogenése mitochondriale. Il serait alors
intéressant d’étudier plus en détail I'activité mitochondriale des souris Tg(Gasp-1) jeunes et agées

afin de déterminer si cette activité est dérégulée dans notre modele.

Nous pensons que I'augmentation de I'expression de la myostatine dans notre modele
pourrait étre responsable des défauts métaboliques observés chez les souris Tg(Gasp-1). En effet une
étude récente a révélé que des cellules musculaires traitées avec la myostatine présentaient une
diminution de I'expression de Glut-4 et une diminution du transport de glucose (Takahashi et al.
2014). Or, le premier symptome d’insulino-résistance observé chez les souris Tg(Gasp-1) est la

diminution de I'expression de GLUT-4 dés I’age de 3 mois. L'altération de I'activité de ce transporteur
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sensible a l'insuline est un des facteurs responsables de I'hyperinsulémie et de I’hyperglycémie
retrouvés chez les souris Tg(Gasp-1) et est observé chez les patients atteints d’obésité ou d’'un
diabete de type Il (Stenbit et al. 1997; Samuel & Shulman 2012). GLUT-4 est également responsable
de la diminution d’absorption de glucose au sein du muscle entrainant une accumulation de gras
chez les souris transgéniques agées (Rask-Madsen & Kahn 2012). La myostatine peut également étre
responsable de la diminution de I'expression de PGC1-a et des fibres musculaires de type | chez les
souris Tg(Gasp-1) dgées. En effet les souris Mstn”" présentent une augmentation de I'expression de

PGCla (Shan et al. 2013).

> Masse adipeuse
74 Hypertrophij

FIGURE 24. DEFAUTS METABOLIQUES OBSERVES CHEZ LES SOURIS Tg(Gasp-1). Les souris Tg(Gasp-1) en
vieillissant développent de nombreux défauts métaboliques. Notre hypothese serait que la surexpression de la
myostatine est responsable de la dérégulation de I’'homéostasie glucidique chez les souris qui surexpriment
Gasp-1. Gasp-1, Growth and Differentiation Factor-associated serum protein-1; Glc, Glucose ; Glut-4, Glucose
transporter type 4, Mstn, Myostatine,; Pckl, Phosphoenolpyruvate Carboxykinase 1, Tg, Triglycerides.
(Modifiée a partir de Samuel & Shulman 2012).

Enfin, la myostatine interviendrait également chez les souris Tg(Gasp-1), dans la
communication entre les organes impliqués dans le métabolisme notamment en favorisant
I’expression de myokines proinflammatoires comme TNFa capable d’agir sur tous ces tissus. (Figure

24).
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La présence d’IMCL au sein du muscle squelettique, souvent retrouvés dans les cas d’obésité
n’a pu étre confirmée dans les souris Tg(Gasp-1). Une accumulation excessive de gras dans le tissu
adipeux et le foie stimule le stress du RE (Ozcan et al. 2004). Grp78, est un des marqueurs du stress
du RE généralement élevé chez les individus obeses, est retrouvé surexprimé dans les muscles de
souris Tg(Gasp-1) jeunes et agées (Figure 25). Ce résultat pourrait indiquer une accumulation de gras

ectopique au niveau du muscle des souris.

3 mois : Fve Tg(Gasp-1)

GRP78

GAPDH

16 mois : FVB Tg(Gasp-1)

GRP78

GAPDH |

FIGURE 25. EXPRESSION DE GRP78 DANS LES SOURIS SUREXPRIMANT Gasp-1. Niveaux d’expression de GRP78
au niveau du Tibialis anterior de souris Tg(Gasp-1) et sauvages (FVB) agées de 3 et 16 mois. GAPDH,
Glycéraldéhyde-3-Phosphate Déshydrogénase ; Grp78, Glucose-Regulated Protein 78.

Enfin, nous ne pouvons exclure un role du tissu adipeux dans la dérégulation de
I’'homéostasie du glucose et du gras dans notre modeéle murin. En effet, Gasp-1 est retrouvé
augmenté plus de dix fois dans le tissu adipeux des souris transgéniques par rapport aux souris
sauvages. Une expansion du tissu adipeux et plus particulierement une hypertrophie adipocytaire est
moins sensible a l'insuline et secrete un plus grand nombre de cytokines proinflammatoires
(Guilherme et al. 2008; Rask-Madsen & Kahn 2012). Il serait alors intéressant d’étudier les adipokines
sécrétées dans les souris Tg(Gasp-1) jeunes et agées afin de valider ou non I'action du tissu adipeux

dans la dérégulation de ’lhoméostasie du glucose.
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CHAPITRE 3. ETUDE DU ROLE DE GASP-2 SUR LE DEVELOPPEMENT
MUSCULAIRE

GASP-2 augmente la prolifération et la différenciation des cellules musculaires en inhibant la

voie de la myostatine et ceci indépendamment de sa glycosylation.

Contrairement a GASP-1, GASP-2 est trés peu étudié au cours du développement musculaire.
Les travaux de Lee montrent pour la premiere fois I'implication de Gasp-2 dans un contexte
myogénique (Lee & Lee 2013). En effet, les souris KO pour ce géne développent 8 mois apres la
naissance une atrophie musculaire et des défauts dans la régénération des fibres suite a une
blessure. Ce phénotype peut s’expliquer par la levée de I'inhibition de la myostatine dans ces souris.

Comme son paralogue, GASP-2 est une glycoprotéine. La glycosylation est une modification
post-traductionnelle majeure des protéines sécrétées. Elle influe sur la stabilité, la durée de demi-vie
et peut moduler I'activité d’'une protéine ou son affinité envers différents substrats (Gerken et al.
1989; Helenius & Aebi 2004; Semenov et al. 2009). Il existe deux grands types majeurs de
glycosylation : la N-glycosylation et la O-glycosylation. Plus de 50% des protéines sont N-glycosylées
et pratiquement toutes les protéines sécrétées portent des O-glycanes de type mucine. Des travaux
précédemment réalisés au sein du laboratoire ont démontré que GASP-1 possédaient 2 sites N-
glycanes occupés et plusieurs O-glycanes de type mucine. Cette étude a également révélé que la N-
glycosylation n’était pas essentiel a GASP-1 pour son activité sur des cellules myogéniques (Brun et
al. 2012).

Dans ce papier, nous avons étudié 'effet de GASP-2 sur les cellules musculaires murines
C2C12 afin d’analyser d’un point de vue moléculaire I'effet de cet antagoniste de la myostatine sur la
prolifération et la différenciation myoblastiques. Nous avons aussi déterminé la présence de glycanes

et leurs implications éventuelles sur I'activité de GASP-2 dans un contexte myogénique.

Gasp-2 enhances proliferation and differentiation of myoblasts by inhibiting myostatin and
thus independently of its glycosylation.
Luce Perié, Alexis Parenté, Caroline Brun, Laetitia Magnol, Patrick Pélissier and Véronique

Blanquet. Soumis dans BB Reports.
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Abstract

Background: GASP-2 is a secreted multi-domain glycoprotein known as a specific inhibitor of
myostatin and GDF-11. Here we investigate the role of GASP-2 on myogenesis and the effect of its
glycosylation on its activity.

Methods: GASP-2 overexpression orknockdown by shRNAswerecarried out on C2C12 myoblasts
cells.In silico analysis of GASP-2 protein was performed to identify its glycosylation sites. We
produced a mouse recombinant GASP-2protein in a prokaryotic systemto obtain a fully deglycosylated
protein allowing us to study the importance of this post-translational modificationon GASP-2 activity.
Results: Both mature and deglycosylated GASP-2 proteins increase C2C12 proliferation and
differentiation by inhibiting the myostatin pathway.In silicoand western-blotanalyses revealed that
GASP-2 presents one consensus sequence for N-glycosylation and six potential sites of mucine-type
O-glycosylation.

Conclusions: GASP-2 promotes myogenesisand thus independently of its glycosylation.

General significance: This is the first report demonstrating that GASP-2 promotes proliferation and

differentiation of myoblasts by inhibiting the canonical pathway of myostatin.

Keywords: GASP-2, myostatin, myogenesis, glycosylation



1. Introduction

GASPs(Growth and Differentiation Factor Associated Serum Protein)are secreted glycoproteins
known to interact with myostatin (MSTN),a key regulator of muscle development[1,2]. These
proteinscontainmultiple protease inhibitorsdomains[3,4]. Thus, the two members, GASP-1 and GASP-
2 (also named WFIKKN2 and WFIKKNT1) are made of four serine proteases inhibitor modules(WAP,
Follistatin/Kazal and two Kunitz), a Netrin domain which is implicated in inhibition of
metalloproteinases and an Ig domain involved in protein folding (Igc2)[3,4]. These domains are highly
conserved among mammals especially the Follistatin/Kazal, the second Kunitz and the Netrin domains
[5]. This conservation strongly suggests the importance of their functions[5].Since 2003 and its
discovery[6], most of the studies have focused on the role of GASP-1 as a myostatin antagonist. It was
shown that GASP-1 interacts with and inhibits myostatin via its Follistatin domain[6—9].The myostatin
is a member of TGF superfamily that negatively regulates myogenesis mainly via the SMAD2/3
pathway [10]. The disruption of the MSTN gene in mice leads to a dramatic increase of skeletal muscle
mass due to both hyperplasia and hypertrophy [1]. Overexpression of myostatin inhibitors, like
Follistatin and FSTL3, leads to an increase of myoblasts proliferation and differentiation and an
increase of muscle mass in mice [11,12]. Recently, we also described in mice overexpressing Gasp-1 a
hypermuscular phenotype owing only to hypertrophy, without hyperplasia of the myofibers[13]. We
demonstrated that in addition to the inhibition of its canonical pathway, myostatin is up-regulated in

these mice leading to the absence of hyperplasia [14].

Unlike GASP-1, GASP-2 was never found associated with myostatin in serum although their
interaction is well known [8]. As GASP-1 and GASP-2 share 54% of identity and are expressed, at
few exceptions, in similar tissues including skeletal muscle [4], we asked if GASP-2 could also be
involved in the regulation of myostatin during myogenesis. In this paper, we analyzed at cellular and
molecular levels the consequences on myoblasts proliferation and differentiation of Gasp-2 over or
knock-down gene expression. Like most of secreted proteins, GASP-2 is glycosylated. In addition to

play a central role on the solubility and half-life of the protein, glycosylation is well known to



modulate its function. We also analyzed the involvement of this post-translational modification on

GASP-2 activity, focusing our study on its role as an inhibitor of myostatin.

2. Materials and methods
2.1. Cell Culture

Mouse C2C12 myoblasts [15] were obtained from American Type Culture Collection (ATCC). C2C12
myoblasts were grown in Growth Medium (GM) consisting in Dulbecco'sModified Eagle Medium
(DMEM; Invitrogen) supplemented with 10% Fetal Bovine Serum (FBS, Invitrogen), 100 units.ml
'penicillin and 100 pg.ml"'streptomycin (Invitrogen). C2C12 differentiation was induced upon 70%
confluence by serum withdrawal (DMEM with 2% horse serum (HS, Invitrogen)). For proliferation
assay, C2C12 were grown or not with 1 ug.ml”of hGASP-2 or mGASP-2deglycosylated (deglyco-

mGASP-2).

2.2. Bioinformatics analyses
GASP-2 orthologs were retrieved from databases using BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) and Ensembl Genome Browser (www.ensembl.org).
Alignment was performed using ClustalW program and analyzed with WebLogo. Asparagine and
serine/threonine residues potentially glycosylated were identified using respectively NetNGlyc 1.0

Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) and NetOGlyc 3.1 Server [16].

2.3. Transient transfections of C2C12 cells
Mouse C2C12 myoblasts at 70% confluence were transiently transfected using the XtremeGENE 9
Transfection Reagent (Roche Applied Science) with 5 ug of pcDNA3.1-Gasp-2 or pcDNA3.1-empty
in DMEM serum-free media. After 16 h of transfection, the medium was replaced and myoblasts were

allowed to proliferate and differentiate for further analyses.

2.4. Production and purification of murine GASP-2 in prokaryotic system
The mouse Gasp-2cDNA coding sequence without peptide signal were amplified and cloned into the
pGEX-4-T1 plasmid (Sigma Aldrich). Production was carried out in E.coli BL21 (DE3) in LB (Luria

Bertani) supplemented with 0.2% glucose and 100 pg.ml”' ampicillin. Bacteria were grown to



reachODggat 0.5 and then induced with 0.025 mM IPTG at 20°C for 14 h at 250 rpm. Bacterial
growth was stopped by centrifugation (6000g, 15 min; 4°C). Bacteria were lysed in 20ml of lysis
buffer (20 mM Tris-HCI, pH7.5, 250 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.05% Triton X-100, 10 pg.ml'1
lysozyme) and centrifuged (48,000 x g, 20 min, 4°C). Purification was carried out with the
AKTAprime system (Amersham-Biosciences). Supernatant was loaded into a GST-
Trap HP 5ml column (GE Healthcare) equilibrated in 20 mM sodium phosphate, pH7.3, 0.15 M NaCl.
Elution was performed at a rate of 1 ml.min"' with 50 mM Tris-HCI, pH8, 10 mM reduced glutathione.
Cleavage of the GST Tag located at the N-terminal region of the fusion protein was performed with
10 units.mg"' of recombinant thrombin protein(Sigma T68884) by incubation for 16 h at 4°C. The
sample was then concentrated on an Amicon Ultra 30K filter (Millipore) by centrifugation (4000 x g,

4°C).

2.5. Quantitative real-time PCR (qPCR)
Total RNA from cells and tissues was isolated using RNeasy midi kit (Qiagen). Synthesis of cDNA
was performed with the High Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems) to convert 2 pg of
total RNA into single-stranded cDNA. Real-time PCR was performed in triplicate using 50 ng of
cDNA. Relative amounts of transcripts were determined using Tagman probes specific for Gasp-2
(Mm01308311_m1), f2m (Mm00437762_m1), Dffa (Mm00507317) and MyoG (Mm00446194_m1),
on an ABI PRISM®© 7900 System. Relative mRNA expression values were calculated by the AACt
method with normalization of each sample to the average change in cycle threshold (Ct) value of the
controls. For all analyses, three independent experiments have been performed, each assay

corresponding to 3 wells/condition/ probe.

2.6. Proliferation assay
Three independent experiments have been carried out. Each experiment corresponds to the analysis of
12 wells with 2000 cells/well at t=0h. The CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation
Assay (Promega)was used to evaluate the cell proliferation during 72 h.20 ul de MTS solution was

added to the cells for 3 h and absorbance at 490 nm was then recorded with a 96-well plate reader.



2.7. Fusion Index
The fusion index corresponds to the proportion of nuclei present within myotubes that contain two or
more nuclei. Cells were washed with phosphate-buffered saline (PBS) and fixed with 4%
paraformaldehyde (PFA) in PBS for 15 min. The fusion index was analyzed after hematoxylin and

eosin (H&E) staining.

2.8. Lentiviral-mediated knock down of Gasp-2
Individual shRNA constructs specifically designed to target the Gasp-2 were purchased from Sigma
Aldrich (Gasp-2_shl: XM_128578.3-784slcl; Gasp-2_sh2: XM_128578.3-500s1c1). Lentiviral
particles, consisting of the shRNA transfer vector PLKO.1-puro (which contains the sequence of
shRNA as well as the cis acting sequences necessary for RNA production and packaging) and the
mission lentiviral packaging (Sigma Aldrich). Mission lentiviral particles were generated from
different components. The packaging vector contains the minimal set of lentiviral genes required to
generate the virion structural proteins and packaging functions. The pCMV-VSV-G envelope vector
provides the envelope vector for pseudo-typing.The PLKO.1-puro Gasp-2 shRNA or empty pLKO.1
andpCMV-VSVG vectors were transfected into HEK293Tcells using a Lipofectamine 2000 reagent
(Invitrogen) following the manufacturer’s instructions. Briefly, HEK293T cells were grown in GM at
70-80% confluence and were transfected with 1 pg of plasmid PLKO.l-puro with the mission
lentiviral packaging mix. After 16 h of transfection, the medium was replaced with freshGM and cells
were incubated for a further 60 h. The supernatant was then collected as a source of viral particles.
C2C12 myoblasts were infected with lentivirus-containing media for 24 h and selected with 2 pg.ml-1

puromycin.

2.9. SDS-Page and Western Blot analyses
Cells and tissues were collected in lysis buffer (50 mMTris, pHS, 150 mMNacCl, 0.1% SDS, 1% NP-
40, 0.5% sodium deoxycholate, and protease inhibitors) followed by centrifugation at 12,000 g,
20 min, 4°C. Protein quantification was performed with a Bradford assay. Proteins were separated
under denaturing conditions into a 10% SDS-polyacrylamide gel before being transferred during 1.5 h
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at 40mA to a nitrocellulose membrane. Membranes were blocked in TBS (Tris-Buffered Saline) with
0.1% Tween 20 and 5% non-fat dry milk. Membranes were incubated overnight with a monoclonal
mouse CDK?2 (1:500, sc-6248, Santa Cruz), a mouse monoclonal p21 (1:400, sc-53870, Santa Cruz), a
goat polyclonal SMAD2/3 (1:2000, AF3797, R&D Systems), a polyclonal rabbit phospho-SMAD3
(1:500, AB3226, R&D Systems), a polyclonal goat GASP-2 (1:1000, AF2136, R&D Systems), a
polyclonal mouse MyHC (Myosin Heavy Chain, 1:4000, M4276, Sigma Aldrich) and polyclonal goat
anti-mouse GAPDHantibody, (1:2000, AF5718, R&D Systems) diluted in 2% non-fat dry milk. After
4 washes in TBS-Tween 0.1% (v/v), membranes were incubated for 1 h at room temperature with
1:1000 dilution of secondary antibodies: anti-goat IgG horse-radish peroxidase (HRP) conjugate
(P0449, Dako), anti-mouse IgG HRP conjugate (P0447, Dako) or anti-rabbit IgG HRP conjugate
(P0399, Dako). After 4 more washes in TBS-Tween 0.1% (v/v), immunoblots were developed by
enhanced chemiluminescence. The developed films were analyzed using ImageQuant TL software

(GE Healthcare).

2.10. Glycosylation Analysis

N-deglycosylation: 250 ng of purified proteins were denatured at 95°C for 10 min in 10 mM potassium
phosphate and 0.2% SDS. The samples were then incubated overnight at 37°C in a buffer (10mM
potassium phosphate, pHS, 10 mM EDTA, 0.5% Triton X-100, 0.2% SDS, 1% p-mercaptoethanol)
containing 0.1-1U of PNGase F (Roche Applied Science).

O-deglycosylation: The O-deglycosylation was performed with the EDEGLY kit (Sigma-Aldrich).

250 ng of purified proteins were denatured at 100°C for 5 min in 2.5 pl of denaturation solution
(Sigma-Aldrich) and 10 pl of reaction buffer 5X. Samples were incubated overnight at 37°C with 1pl
of each enzyme (PNGase F, O-Glycosidase, a-(2—3,6,8,9)-Neuraminidase, [-N-

Acetylglucosaminidase, B-(1—4)-Galactosidase).

3. Results

3.1. GASP-2 regulates myogenesis



To studythe role of GASP-2 in myogenesis, we treated C2C12 myoblasts cells with 1 pg.ml” of
hGASP-2 protein. Cell proliferation assay showed that hGASP-2 treatment improves
significativelymyoblast proliferation rate compared to control cells (29% at 48 h; 46% at 72 h)(Fig.
1A). We also analyzed the expression of cyclin-dependent kinase 2 (CDK2) that positively regulates
cell-cycle progression. Western blot analyses showed an increase of CDK2 in C2C12 myoblasts
treated with hGASP-2 compared to the control, consistent with an increased proliferation rate, while
p21 expression, a cyclin-dependent kinase inhibitor (CKI), decreases in treated myoblasts (Fig. 1B-D).
These results revealed that hGASP-2 treatment promotes cell-cycle progression. To determine whether
the increase of C2C12 proliferation rate in presence of hGASP-2 was due to an inhibition of myostatin
(MSTN), we evaluated the phospho-SMAD3 (pSMAD3) levels of C2C12 cells treated with MSTN
and/or hGASP-2 (Fig. 1E-F). As expected C2C12 myoblasts treatment with MSTN leads to an
increase of the pSMAD?3 rate compared to the untreated myoblasts. However, hGASP-2 treatment
decreases the pPSMAD?3 signal confirming that hGASP-2 inhibits the MSTN pathway. No change was
shown in the total SMAD?2/3 rates (Fig. 1E).

Then, we analyzed the effect of Gasp-2 during C2C12 myoblast differentiation.We transiently
transfected the C2C12 cells with a vector containing theGasp-2cDNA sequence. Myoblast
differentiation was assessed with two clones, Cl1 and CI2 that overexpress Gasp-2 about 250 times
and 80 times respectively (Fig. 2A). CI2 presents an increase of 15% of myotube formation in 72h and
17% at 96h (Fig. 2B). Fusion index is also significantly increased in CI1 at 96h compared to C2C12
and control cells (Fig 2B). No variation in myotubes size was observed in both clones.Consistent with
theincreaseof C2C12 differentiation, myogenin expression, a MRF (muscle regulator protein) protein
required for myoblast differentiation, was up-regulated 10 times at 24 h and 48 h of differentiation in
the CI12 myotubes when compared to the control cells (Fig. 2C). Myogenin expression was also slightly
up-regulated in Cl1 compared to control cells (Fig. 2C). Differences in transcript levels of Gasp-
2inboth clones (Fig. 2A) and the observed Gasp-2 overexpression effect on differentiation (Fig 2B-C)
suggests that there is no dose-dependent consequence on cell differentiation.

In addition, we generated cell lines that underexpress Gasp-2 using two different lentivirus based-
shRNA. These cell lines were named KD1 and KD2. Subsequent qPCR analyses revealed a significant
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reduction ofGasp-2 expression in both cell lines, around 60% for KD1 and 65% for KD2 (Fig. 3A).
Next, we assessed both proliferation and differentiation ofboth clones. KD1 and KD2 cell lines present
a reduced myoblast proliferation as the number of myoblasts is significantly decreased after 48h of
culture (Fig.3B). Furthermore,Gasp-2 knockdown also leads to a decreased differentiation(Fig. 3C).
Indeed, the fusion index of both clones is decreased about 40% at 72h and 60% at 96h compared to the
fusion index of C2C12 and control cells(Fig.3C). No variation in myotubes size was observed in both
clones. Myogenin expression is also down-regulated by 50% at 72 h and 96 h of differentiation in both
Gasp-2 knockdown clones (Fig. 3D). Finally, we also observed a global decrease of MyHC expression
and a global decrease of p21 (a cyclin-dependent kinase inhibitor) in KD1 cell lines compared to the
control cells (Fig. 4 A-C). Same results were observed in KD2 cell lines (data not shown). All these
results correlated with an impairment of differentiation when Gasp-2 is down-regulated.

Taken together, these data suggest that Gasp-2 plays an important role during the normal progression

of myogenesis, specifically through regulation of both myoblast proliferation and differentiation.

3.2. In silico analysis of potential glycosylation sites of murine GASP-2

In silico analysis of GASP-2 with the NetNGlyc Server revealed one consensus N-glycosylation site at
asparagine N497. The NetOGlyc Server allowed us to highlight 6 serine or threonine, S170, S171,
T177, T178, T182, T206 with a mucin-type O-glycosylation potential higher than the threshold. All
were located between the Follistatin/Kazal and the Igc2 domains except for T206 located in the Igc2
domains(Fig.S1).

To examine the conservation of these glycosylation sites, an alignment of GASP-2 primary sequences
from 30 vertebrates was performed and represented as a logo. The logo indicatedthat the potential N-
glycosylation site, N497, was highly conserved, correlating with theNetNGlyc result. In addition, all

the potential O-glycosylation sites seemed conserved among vertebrates (Fig.S1).

3.3. In vitrovalidation of hGASP-2 state of glycosylation
We first investigated the glycosylation state of the human recombinant protein GASP-2 by enzymatic
digestions.Western analyses after N-deglycosylation by PNGase F revealed that hGASP-2 migrated
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faster than the untreated protein but the observed molecular weight was still higher than the predicted
one (Fig. 5). PNGase F treatment was completed by four other enzymes (O-Glycosidase, o-
(2—3,6,8,9)-Neuraminidase, p-N-Acetylglucosaminidase,-(1—4)-Galactosidase) to remove the
mucin-type O-glycans. This treatment allowed hGASP-2 to migrate at approximately 55 kDa,
corresponding to its predicted molecular weight without post-translational modifications. This result
confirmed that GASP-2 is N- and O-glycosylated and suggested that these glycosylations are the main

post-translational modifications of GASP-2.

3.4. Fully deglycosylated GASP-2 protein can inhibit myostatin
To determine whether theN- and O-glycosylation is required for GASP-2 to inhibit myostatin, we
produced and purified the murine GASP-2 in a prokaryotic system to obtain a recombinant protein
without glycosylation. We then tested the activity of the deglycosylated GASP-2 on C2C12 myoblasts.
C2C12 proliferation is increased in the presence of 1 ug.ml™" deglyco-mGASP-2 (Fig. 6). This increase
of the proliferation rate was comparable with the one observed after the treatment of the fully

glycosylated commercial hGASP-2 (Fig.6).

4. Discussion

In this work, we investigated the function of GASP-2 during myogenesis and the importance of
glycosylation on its proteinactivity. Although GASP-2 was shown to interact in vitro with
myostatin[8,9], no data are available concerning the effect of this interaction in a muscular context. A
recent study showed that knock-out Gasp-17or Gasp2’mice, present a muscular atrophy from 8
months of age and defects in muscle regeneration[17], strongly suggesting an involvement of GASP-2
in myostatin regulation during muscle development. To get a better understanding on GASP-2
functions at cellular and molecular levels, we treated C2C12 cells with either GASP-2 as recombinant
proteins or viral particles containing several specific shRNAs against Gasp-2. We showed here for the
first time that GASP-2, like its paralogue GASP-1, promotes the proliferation and the differentiation of
myoblasts by the inhibition of the myostatin canonical pathway[14,18,19]. No significant differences
were observed on the development of myoblasts treated with GASP-1 or GASP-2 (data not shown).
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These data are consistent with the phenotypes described in Gasp-1 and Gasp-2 knock-out mice, even
if the atrophy is less pronounced in Gasp-2"mice [17]. This could suggest that GASPs are equally
involved in muscle development and have a functional redundancy. Therefore, it would be interesting
to analyze Gasp-1 and Gasp-2 gene expression levels in Gasp2”and Gasp-1"mice respectively. In
addition, double knock-out Gaspl”;Gasp2” mice analyses would confirm the involvement of these
genes duringmuscle development. In addition to redundancy between GASP-1 and GASP-2, some
studies have reported around myostatin and GDF11 redundancy by characterizing double knock-out
Mstn”"; Gdf117[20-22]. These mice present only severe axial skeletal defects but no abnormality of
skeletal muscle as well as Gdf-11 single mice [20]. All these data suggested no function of GDF-11 in
muscle development. Although GASP-2 can inhibit both myostatin and GDF-11,the effects on
myogenesis that we observed should be the result of myostatin regulation[17].

We further investigated the structure/function relationship of GASP-2 during its interaction with
myostatin. Particularly we focused our study on how GASP-2 glycosylation may influence the
interaction between the two proteins and the inhibition function of GASP-2. The two main forms of
glycosylation found on secreted glycoproteins are the N-glycans and the mucin-type O-glycans. Thus,
we first identified by in silico analyses the potential sites where GASP-2 could be glycosylated. We
determined that GASP-2 sequence present a single consensus sequence for N-glycosylation localized
in the Netrin domain, that we have later found occupied, and six potential sites of O-glycosylation
between the Follistatin/Kazal and the IgC2 domains. Although we are able to prove the presence of
mucin-type O-glycans on GASP-2, we cannot determine their exact number and position on the
protein.In the aim of providing us a tool to analyze the effect of a fully deglycosylated protein, we
decided to produce mGASP-2 in a bacterial system. C2C12 cells treated with deglyco-mGASP-2 did
not present any difference in their proliferation compared to cells treated with the fully glycosylated
hGASP-2. Nevertheless, we cannot exclude differences in effectiveness with lower protein
concentration. Like its paralogue GASP-1, our result seems to prove that glycosylation is not
necessary on GASP-2 inhibitor function of myostatin actions. Furthermore, the N-glycosylation could

play a role in GASP-2 secretion like it was shown for GASP-1[19].
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We previously reported that the N-glycan site in the Netrin domain and the localization of the O-
glycans sites are particularly well conserved among mammals and between the two GASPs [5]. This
high degree of conservation tends to indicate that these glycans may play a role in other GASPs
biological activities. As the Netrin domain is known to interact with myostatin propetide, the N-
glycosylation could modulate this interaction and help to maintain myostatin in its latent complex
form[6,10,23]. An interaction test between the propeptide and the deglycosylated form of GASP-2 will
help to confirm this hypothesis. It is well known that O-glycans participate in the tridimensional
structure[24]. In a muscular context, their presence near the Follistatin/Kazal domain may modulate
the interaction with myostatin. Moreover, mucin-type O-glycans were shown to protect proteins
against proteolysis[25]. During the interaction between GASPs and myostatin latent complex, their
presence may prevent the propeptide degradation and myostatin activation by hiding the cleavage site
of the propeptide from BMP-1/Tolloid family[26].

In addition to skeletal muscle, GASPs proteins present a wide tissular expression pattern including
kidney, ovary, testis, lung, brain and are highly expressed in pancreas[4]. This latter organ secrets
large amount of digestive enzymes, such astrypsin, elastase and chemotrypsin, known to be targets of
protease inhibitors.While only an antitrypsin activity of GASPs second Kunitz domain has been
described, 3D structure studies indicate that trypsin is not the prime target of this domain [8,23,27],
suggesting that most relevant proteases remain to be identified. The role of GASP glycosylation in this

context should be explored.

5. Conclusions

This structure-function relationship study of GASP-2 demonstrates for the first time its effect on the
myostatin signaling pathway during myogenesis. We also show that the lack of any type of
glycosylation does not seem toaffect its inhibitory role of myostatin actions. Nevertheless, these
glycans structures could be involved in other GASP-2 biological activities and need to be investigated

in the future.
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Figure 1.Enhancement of C2C12 cells proliferation and differentiation by GASP-2

overexpression
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(A) Proliferation analysis of C2C12 cells cultured for 72 h and treated in the absence (PBS) or
presence of 1 pg.ml” of hGASP-2 as measured by formazan assay. Each point corresponds to the
mean + S.D. of three independent experiments.

(B-D) Total proteins extracted from C2C12 treated with PBS orhGASP-2 (1 pg.ml") were resolved by
SDS-PAGE. Membranes were immunoblotted with specific anti-CDK?2and anti-p21 antibodies.

(E-F) Total proteins extracted from C2C12 treated with MSTN(250 ng.ml'l) and/or hGASP-2 (1
ug.ml") were resolved by SDS-PAGE. Membranes were immunoblotted with specific anti-pSMAD3
and anti-SMAD2/3 antibodies. (B-F) Nitrocellulose membranes were also probed with anti-GAPDH
antibodies to show equal loading. The graphs were obtained using Image J software to quantify
CDK2, p21, pSMAD3 and SMAD2/3 signals normalized with GAPDH signals of three different

experiments.
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Figure 2.Enhancement of C2C12 cells differentiation by GASP-2 overexpression

(A) qPCR analysis of Gasp-2 expression in C2C12 transfected with pcDNA3.1-Gasp-2 (CI1 and CI2)
or pcDNA3.1-empty (pControl). Each histogram corresponds to the mean + S.D. of three independent
experiments. The graph represents fold change normalized to Dffa and 82m expression.

(B) Quantification of fusion index C2C12 myotubes transfected with pcDNA3.1-Gasp-2 (CI1 and CI2)
or pcDNA3.1-empty (pControl) and cultured for 96 h of differentiation. Each point corresponds to the
mean + S.D. of three experiments.

(C) gPCR analysis of Myogenin expression during 96 h of differentiation in C2C12 myotubes
transfected with pcDNA3.1-Gasp-2 (Cll and Cl2) or pcDNA3.l1-empty (pControl). Each point
corresponds to the mean + S.D. of three independent experiments. The graph represents fold change

normalized to Dffa and 62m.
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Statistical significance was determined using a t-test analysis. *: p< 0.05; ** : p< 0.01; *** : p value <

0.005.
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Figure 3.Inhibition of C2C12 cells proliferation and differentiation by Gasp-2 knockdown.
(A)qPCR analysis of mGasp-2 transcriptional expression in C2C12 cells infected with lentivirus
containing either empty shRNA (pControl) or shRNAs (KD1 and KD2) designed to specifically target
and repress mGasp-2. Each histogram corresponds to the mean + S.D. of three independent
experiments. The graph represents fold change normalized to Dffa and 82m.

(B) Proliferation analysis of C2C12 cells cultured for 48 h not infected orinfected with lentivirus
containing either empty shRNA (pControl) or shRNAs (KD1 and KD2) as measured by formazan
assay. Each histogram corresponds to the mean + S.D. of three independent experiments.

(C) Quantification of fusion index C2C12 myotubes infected with lentivirus containing either empty
shRNA (pControl) or shRNAs (KD1 and KD2) and cultured for 96 h of differentiation. Each point

corresponds to the mean + S.D. of three experiments.
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(D) qPCR analysis of Myogenin expression during 96 h of differentiation in C2C12 myotubes infected
with lentivirus containing either empty shRNA (pControl) or shRNAs (KD1 and KD2). Each
pointcorresponds to the mean + S.D. of three independent experiments. The graph represents fold
change normalized to Dffa and 62m.

Statistical significance was determined using a t-test analysis.* :p< 0.05; ** : p< 0.01; *** : p< 0.005.
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Figure 4
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Figure 4.Expression of MyHC and p21 in Gasp-2 knockdown cells.

(A) Immunoblot analysis of MyHC and p21 from O h to 96 h of differentiation C2C12 myotubes
infected with lentivirus containing either empty shRNA (pControl) or shRNAs(KD1).

(B-C) Nitrocellulose membranes were also probed with anti-GAPDH antibodies to show equal
loading. The graphs were obtained using Image J software to quantify MyHC and p21 normalized with
GAPDH signals of three different experiments.

Statistical significance was determined using a t-test analysis.* :p< 0.05; ** : p< 0.01; *** : p< 0.005.
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Figure 5
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Figure 5. Characterization of the glycosylation state of hGASP-2 protein.
Glycosylated (lane 1), N-deglycosylated (lane 2); N- and O-deglycosylated (lane 3) hGASP-2 protein

were detected by Western blot with specific anti-GASP-2 antibody (1:1000).
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Figure 6
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Figure 6. Effects of deglycosylated mGASP-2 on C2C12 myoblast proliferation.

Proliferation analysis of C2C12 cells in the absence (PBS) or presence of the murine deglycosylated
GASP-2 protein (deglyco-mGASP-2)(produced in E.coli) cultured for 72 h as measured by formazan
assay. Each point corresponds to the mean + S.D. of three independent experiments. Statistical

significance was determined using a t-test analysis. ** :p< 0.01; *** : p< 0.005.
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Figure S1. Identification and conservation among vertebrates of GASP-2 N- and O-glycosylation
sites.

(A)mGASP-2 has one N-glycosylation consensus sequence at asparagine residue 497.

(B) Weblogos are formed through the comparison of 30 sequences of vertebrates and illustrated the
conservation of each potential N-glycosylation site (Taller logo means highly conserved site).

(C) mGASP-2 has six potential mucin-type O-glycosylation sites (S170, S171, T177, T178, T182 and
T206).

(D) Weblogos are formed through the comparison of 30 sequences of vertebrates and illustrated the
conservation of each potential mucin-type O-glycosylation site (Taller logo means highly conserved
site).

ss, peptide signal; W, WAP; F, Follistatin; K, Kazal, Ku, Kunitz; NTR, netrin.
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Nous montrons ici pour la premiere fois, que GASP-2 augmente la prolifération et la
différenciation des myoblastes en inhibant la voie canonique de la myostatine et ceci
indépendamment de sa glycosylation. Néanmoins, nous ne pouvons exclure I'importance de cette
modification post-traductionnelle dans un contexte in vivo et sur d’autres fonctions biologiques de

GASP-2.

L'augmentation de la prolifération des cellules C2C12 observée suite au traitement réalisé
avec la protéine GASP-2 est similaire a celle observée lors du traitement avec la protéine GASP-1. Ces
résultats sont en accord avec ceux obtenus sur les souris Gaspl” et Gasp2” et suggérent que ces
deux genes seraient impliqués de fagon équivalente dans la croissance musculaire (Lee & Lee 2013).
De ce fait, I'absence de phénotype musculaire plus précoce dans ces deux modeles murins pourrait

s’expliquer par une redondance de fonctions entre ces deux protéines.

Actuellement au sein du laboratoire, des souris transgéniques surexprimant Gasp-2 de facon
ubiquitaire ont été récemment générées. L'analyse in vivo de la surexpression de Gasp-2 nous
permettra de mieux appréhender son role durant le développement musculaire mais également sur
le métabolisme des glucides et des lipides. Les résultats pourront étre comparés avec ceux obtenus
chez les souris Tg(Gasp-1). De plus Gasp-1 et Gasp-2 sont également exprimés dans de nombreux

tissus, suggérant d’autres réles pour ces deux protéines qui restent encore a déterminer.
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Au cours de ma these, je me suis intéressée aux protéines GASPs et plus particulierement a
leur réle d’inhibiteur de la myostatine en se focalisant sur leurs fonctions dans un contexte

musculaire et métabolique.

La myostatine est un régulateur négatif majeur de la myogenese. De ce fait, son invalidation
a I'aide d’anticorps ou d’inhibiteurs spécifiques est a I’"heure actuelle énormément étudiée. C'est
dans ce contexte que l'intérét de I’équipe du professeur Véronique Blanquet s’est porté, en 2006, sur
I’étude des protéines GASPs. Si a cette époque, les phénotypes musculaires observés dans des souris
qui surexpriment la follistatine ou Fst/3 étaient connus et similaires a celui retrouvé dans les souris
Mstn'/', le r6le in vivo de GASP-1 ou de GASP-2 étaient encore inconnu. Ainsi, en 2012, notre
laboratoire démontre pour la premiere fois le réle de GASP-1 sur le muscle grace a des souris qui
surexpriment Gasp-1, les Tg(Gasp-1). Ces souris présentent un poids global supérieur a celui des
souris sauvages due a une augmentation de la masse musculaire. Mais a la différence des souris
Mstn”" ou surexprimant Fst et Fsti3, les souris Tg(Gasp-1) possédent un phénotype hypermusclé
uniquement di a I’hypertrophie des myofibres. Il n’y a pas d’hyperplasie chez les souris Tg(Gasp-1).
Une de nos premieres hypotheses a cette absence d’hyperplasie, était que la surexpression de Gasp-

1 au stade embryonnaire n’était pas suffisante pour induire une hyperplasie.
Comment expliquer I'absence d’hyperplasie chez les souris Tg(Gasp-1) ?

Pour tester cette hypothése, nous avons décidé de réaliser des études in vitro sur des cellules
musculaires dérivées des cellules satellites. Cette approche nous a permis d’étudier en détail les
voies de signalisation modulées suite a la surexpression de Gasp-1 dans les cellules musculaires. Dans
un premier temps, nous avons vérifié dans ces cellules primaires et chez les souris Tg(Gasp-1) aux
stades embryonnaires et aprés la naissance, les niveaux d’expression de Gasp-1, de la myostatine et
des protéines impliquées dans la signalisation des TGFBs. Cette étude a révélé que Gasp-1 était
surexprimé environ 20 fois aux stades embryonnaires et que ce niveau d’expression augmentait
apres la naissance (Brun et al. 2014). Il est donc possible que la surexpression de Gasp-1 ne soit pas
suffisante au stade embryonnaire pour inhiber la myostatine expliquant ainsi I'absence
d’hyperplasie. Nous avons également relevé une augmentation des taux de transcrits de la
myostatine, confirmée au stade adulte par PCR quantitative et par un test ELISA réalisé sur des
sérums et des cellules primaires issus de souris Tg(Gasp-1) (Brun et al. 2014). Une surexpression de la
myostatine avait été observée précédemment chez des souris Smad3”, rendant inactive la voie

canonique de la myostatine (Ge et al., 2011) et favorisant ainsi 'activation de la myostatine par

PERIE Luce | Thése de doctorat Biologie Santé | Université de Limoges | 2015 70



autorégulation via SMAD7 (Zhu et al. 2004; Forbes et al. 2006). Nos analyses sur puces TLDA
(TagMan Low Density Array) confirment cette hypothése démontrant que I'expression de Smad7 est
diminué dans les cellules Tg(Gasp-1) (Brun et al. 2014). Ces analyses transcriptomiques ont
également révélé une diminution de I'expression de Pax3 et Pax7 chez les souris Tg(Gasp-1) qui
pourraient étre expliquées par la surexpression de la myostatine. En effet, de récents travaux ont
montré que la myostatine inhibait I'expression de Pax7 via la voie ERK1/2 (McFarlane et al. 2008). En
suivant cette hypothése, nous avons prouvé que la myostatine dans notre modele agissait bien sur la

voie ERK1/2 pour inhiber PAX7.

Dés lors, durant les premieres phases de la myogenése, la surexpression de la myostatine
contrebalancerait I'effet de la surexpression de Gasp-1 expliquant ainsi I'absence d’hyperplasie chez
les souris surexprimant Gasp-1. La voie canonique SMAD3 est également inhibée chez les souris qui
surexpriment Fst et Fst/3, cependant ces souris présentent une hyperplasie des fibres musculaires. La
particularité de ces deux inhibiteurs est qu’ils inhibent I'activine en plus de la myostatine (Lee &
McPherron 2001; Lee 2007a). L’activine est également un acteur du développement musculaire,
comme en témoigne l'augmentation de 350% de la masse musculaire lorsque des souris
surexprimant la follistatine sont croisées avec des souris Mstn”" (Lee 2007a). GASP-1 n’étant pas
capable d’inhiber I'activine, son action antagoniste n’est pas suffisante pour empécher la myostatine
d’intervenir au cours du développement embryonnaire. L'absence d’hyperplasie observé dans le

modele murin surexprimant le propeptide semble valider cette idée (Lee & McPherron 2001).

Enfin, une autre hypothése pour expliquer I'absence d’hyperplasie serait que Gasp-1 n’agisse
pas au cours des phases embryonnaires et foetales de la myogenése. En effet I"hypertrophie
musculaire chez les souris Tg(Gasp-1) n’est observable qu’a partir de 3 mois (Monestier et al. 2012a).
De plus, en 2013, I'équipe de Lee a généré un modele murin déficient pour le gene Gasp-1 qui ne
développe une atrophie musculaire qu’a partir de 8 mois, suggérant donc que Gasp-1
n‘interviendrait pas durant les phases précoces du développement musculaire (Lee & Lee 2013). Ce
papier suggere également la possibilité d’'une redondance de fonctions entre les autres inhibiteurs de
la myostatine, la Follistatine, Fstl3 et Gasp-2 qui pourraient compenser |'absence de Gasp-1
retardant ainsi le phénotype « atrophie » des souris Gasp-17". Nos résultats obtenus grice aux
analyses TLDA réalisées sur les cellules primaires et les souris Tg(Gasp-1), semblent abonder dans ce
sens. En effet, les niveaux d’expression de Fst et Fst/3 sont réduits dans les cellules primaires ainsi
gue dans les embryons Tg(Gasp-1) au stade 9.5 dpc. A ce méme stade, I'expression de Gasp-2 est

également diminuée.
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Tous ces travaux mettent en lumiére la complexité de la régulation des TGFBs ainsi que
I’existence d’un réseau génique entre les membres de cette superfamille. Une étude plus globale sur
« I'interactome » des protéines impliquées dans la signalisation des TGFBs serait a continuer dans ce
modele pour étudier plus en détail les conséquences de la surexpression de Gasp-1. Au sein du
laboratoire des analyses Affymétrix sur des cellules primaires Tg(Gasp-1) sont actuellement en cours
et devraient apporter une vue plus large sur l'effet de la surexpression de Gasp-1 sur le

développement musculaire.

Quel est le réle de Gasp-1 dans I’homéostasie du glucose ?

Récemment, la myostatine s’est révélée d’un intérét majeur dans I'étude de pathologies
comme le diabéte et I'obésité. En effet, I'inactivation du géne Mstn chez la souris améliore
grandement la sensibilité a I'insuline et le transport du glucose dans les tissus cibles (McPherron &
Lee 2002; McPherron 2010). De plus, I'inhibition de la myostatine semble protégée les animaux
contre une prise de poids liée a I'age ou associée a une alimentation riche en lipides et en glucides
(Zzhao et al. 2005). Les souris surexprimant la follistatine ou FstI3 présentent aussi un phénotype
relativement similaire a celui des souris Mstn”" (Lee & McPherron 2001; Lee 2007a; Gangopadhyay
2013; Brandt et al. 2015). A ce jour, rien n’était connu sur le réle de Gasp-1 sur le métabolisme des
lipides et des glucides. Mon intérét s’est donc porté au cours de ma these sur l'effet de la
surexpression de Gasp-1 sur 'lhoméostasie glucidique. Nous n’avons observé aucune variation par
rapport aux souris sauvages sur la glycémie ou sur le pourcentage de masse graisseuse chez les souris
Tg(Gasp-1) lorsqu’elles sont agées de 3 mois. Néanmoins, nous avons pu relever une légere
hypertrophie adipocytaire chez les souris transgéniques a cet age-la. Ce résultat differe de celui
obtenu avec les souris Mstn”” ot une diminution de I'adiposité avait été retrouvée. Nous avons donc
décidé d’une part, d’étudier plus en détail tous les tissus impliqués dans le métabolisme du glucose
et d’autre part, de déterminer si un effet « age » peut étre associé a ces variations phénotypiques. En
effet, les travaux de Lee suggérent un réle tardif de Gasp-1 sur le développement musculaire (Lee &
Lee 2013), il pourrait en étre de méme sur son réle dans le métabolisme. De fagon surprenante,
notre étude a révélé que les souris Tg(Gasp-1) présentaient a 16 mois une dérégulation de
I’'homéostasie glucidique. Notre modele murin présente alors certains symptémes retrouvés dans les

souris ob/ob ou d’autres modeéles murins spécifiques de I'obésité et du diabéte de type Il.

Une de nos hypotheses pour expliquer ce phénotype est que la surexpression de la
myostatine observée chez les souris Tg(Gasp-1) est a I'origine de la dérégulation de ’'homéostasie du
glucose. La question qui se pose alors : comment la myostatine peut-elle agir sur les tissus impliqués
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dans le métabolisme dans notre modele ? L’homéostasie du glucose repose sur une communication
entre différents tissus comme le foie, le pancréas, le muscle, le tissu adipeux, mais également le rein,
le cerveau et les intestins (Allen et al. 2011; Bouzakri et al. 2011; Gastaldelli 2011; Samuel & Shulman
2012). Tous ces travaux ont démontré qu’une dérégulation dans un ou plusieurs de ces tissus pouvait
entrainer une altération globale du métabolisme. Les travaux de Bouzakri se sont intéressés de pres a
cette communication inter-organes. Son équipe a soumis des myoblastes a un traitement avec la
protéine TNFa afin que ces cellules musculaires développent une insulino-résistance. Par la suite, le
surnageant de ces myoblastes a été ajouté au milieu de culture de cellules pancréatiques, ce qui a
conduit a une diminution de la prolifération et une augmentation de la mortalité cellulaire (Bouzakri
et al. 2011). Les cytokines présentent dans ce surnageant ont donc pu agir sur la viabilité et la
fonctionnalité des cellules B du pancréas. Dans les souris Tg(Gasp-1), ayant confirmé la surexpression
de la myostatine par un test ELISA sur des individus jeunes et agées, les niveaux d’expression
protéiques de cytokines musculaires chez des souris sauvages et transgéniques agées de 16 mois ont
été évalués. L'expression de nombreuses cytokines proinflammatoires comme TNFa et CXCL10 (C-X-C
motif Chemokine Ligand 10) est augmentée chez les souris Tg(Gasp-1). Ces deux cytokines sont
souvent retrouvées surexprimées dans les cas de désordres métaboliques et sont connues pour agir
sur le foie et le pancréas. Des travaux ont monté que la myostatine pouvait favoriser la production de
TNFa et CXCL10 (Wilkes et al. 2009; Bouzakri et al. 2011). Les autres cytokines surexprimées chez les
souris mutantes agées, comme TIMP-1 (Tissue Inhibitor of Metalloproteinase-1) et les chemokines
CXCL11, CXCL2, CXCL9, CCL12 (Chemokine (C-C motif) Ligand 12), sont elles aussi régulierement
retrouvées surexprimées chez des individus obéses ou diabétiques. (Okamoto et al. 2008; Bouzakri et
al. 2011; Samuel & Shulman 2012). Comme pour les cellules primaires Tg(Gasp-1), ces résultats
démontrent également que la surexpression de Gasp-1 a dérégulé I'expression d’'un grand nombre

de génes.

Une autre de nos hypothéses serait que GASP-1, de par sa surexpression, puisse agir sur le
métabolisme indépendamment de la myostatine. Ainsi, dans un premier temps, nous avons décidé
d’étudier le protéome musculaire de souris Tg(Gasp-1) a 3 et 16 mois, afin d’obtenir une vue
d’ensemble sur les acteurs potentiels impliqués dans la régulation de I'homéostasie du glucose.
L’électrophorése sur gel 2D (2 Dimensions) et la spectrométrie de masse nous ont permis de détecter
un grand nombre de protéines dont |'expression varie chez les animaux surexprimant Gasp-1 par

rapport aux sauvages (Figure 26 et 27).
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FIGURE 26. PROTEOME MUSCULAIRE DES SOURIS Tg(Gasp-1) A 3 MOIS. Résultats préliminaires des analyses
protéomiques 2D réalisées sur le Gastrocnemius des souris Tg(Gasp-1) agées de 3 mois. Ces résultats sont
obtenus en comparant les souris Tg(Gasp-1) a des souris sauvages du méme age (ligne rouge). Toutes ces
protéines ont une variation significative de leur expression avec une p value minimum < 0.05. GRP78, Glucose-
Related Protein 78; KCRM, Creatine kinase M-type,; LDHB, Lactate Dehydrogenase B, ODPA ou PDHAI,
Pyruvate Dehydrogenase (Lipoamide) Alpha 1 ; MYH, Myosine ; NDUS, NADH Dehydrogenase (Ubiquinone) iron-
Sulfur protein ; PDIA1, Protein Disulfide-Isomerase Al ; PGM1, Phosphoglucomutase 1 ; TRI72, Tripartite motif-
containing protein 72 ; TNNT3, Troponin T3.

Une vérification par Western Blot pour plusieurs de ces protéines est en cours. Les premiers
tests nous ont permis de mettre en évidence la surexpression de GRP78 au niveau des muscles de
souris Tg(Gasp-1) jeunes et agées. GRP78 est un des marqueurs du stress du RE généralement élevé
chez les individus obéses (Ozcan et al. 2004). Ce résultat est intéressant car il pourrait indiquer la
présence d’une accumulation de gras ectopique au niveau du muscle des souris qui est une autre

conséquence de I'insulino-résistance (Samuel & Shulman 2012).

Méme si d’autres vérifications sont encore a réaliser pour valider notre étude protéomique,
les premiers résultats semblent corroborés le phénotype observé et en particulier le fait que la tissu
musculaire pourrait étre le premier tissu touché par I'altération de 'homéostasie glucidique observé
plus tardivement. En effet, la surexpression de la myostatine, la diminution de I'expression de GLUT-

4 et la dérégulation de GRP78 sont les premiers symptomes associés a des pathologies métaboliques
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observés chez les souris Tg(Gasp-1). L’analyse protéomique devrait confirmer si oui ou non d’autres

voies métaboliques sont dérégulées a ce méme age.
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FIGURE 27. PROTEOME MUSCULAIRE DES SOURIS Tg(Gasp-1) A 16 MOIS. Résultats préliminaires des analyses
protéomiques 2D réalisées sur le Gastrocnemius des souris Tg(Gasp-1) agées de 16 mois. Ces résultats sont
obtenus en comparant les souris Tg(Gasp-1) a des souris sauvages du méme age (ligne rouge). Toutes ces
protéines ont une variation significative de leur expression avec une p value minimum < 0.05. ABEC2
Apolipoprotein B MRNA editing Enzyme, Catalytic polypeptide-like 2, CACB1, Calcium Channel voltage-
dependent subunit Beta 1; CAZA2, F-actin-capping protein subunit alpha-2; GRP, Glucose-Related Protein ;
Dehydrogenase B; ODPA ou PDHAI, Pyruvate Dehydrogenase (Lipoamide) Alpha 1; MYH, Myosine ; PGM1,
Phosphoglucomutase 1; PRS4, 26S Protease Regulatory Subunit 4,; TCP1, T-Complex Protein 1; TPM1,
Tropomyosin alpha-1,; SARB1, Scavenger Receptor class B member 1, SPRE, Sepiapterin Reductase; SYG,
Glycyl-TRNA Synthetase.

Enfin, nous ne pouvons exclure qu’un autre tissu pourrait étre responsable de I'altération du
métabolisme. En effet Gasp-1 est surexprimé de fagcon ubiquitaire dans notre modéle et pourrait agir
directement sur d’autres tissus indépendamment ou non de la myostatine. Par exemple, Gasp-1 est
retrouvé surexprimé plus de 10 fois dans le tissu adipeux chez les souris Tg(Gasp-1). |l serait alors

intéressant d’étudier les adipokines sécrétées dans les souris Tg(Gasp-1) jeunes et agées afin de
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valider ou non une action précoce du tissu adipeux dans la dérégulation de I’'homéostasie du glucose.
De la méme facon GASP-1, en plus d’agir sur la myostatine, est capable d’inhiber GDF-11. Ce dernier
participe a la prolifération et a la différenciation des ilots pancréatiques (Harmon et al. 2004).
L'expression de GDF-11 augmente également avec I'dge et altere la régénération musculaire des
individus agés (Brun & Rudnicki 2015; Egerman et al. 2015). Il serait donc intéressant de vérifier les

niveaux d’expression de GDF-11 dans les tissus pancréatiques et musculaires des souris Tg(Gasp-1).

Enfin, il serait intéressant de soumettre les souris Tg(Gasp-1) dés I’age de 3 mois a un régime
riche en lipides et/ou en glucides. Cette étude pourrait conduire a une aggravation de I'altération du
métabolisme et pourrait révéler de maniére plus précise les acteurs et les tissus responsables. Gasp-

1 pourrait alors agir indépendamment de la myostatine sur le métabolisme du glucose.

En effet, de part leur capacité a interagir et a inhiber plusieurs TGFps, le role des protéines a
domaines FS apparait complexe. Par exemple, les souris surexprimant Fst/3 présentent une
hypertrophie et une hyperplasie musculaire associées a une diminution de la masse graisseuse alors
gue les souris déficientes en Fst/3 présentent aussi une diminution de la masse adipeuse viscérale et
une sensibilité a l'insuline accrue (Mukherjee et al. 2007; Brandt et al. 2015). Le phénotype obtenu
dans les souris Fst/3”" serait d{ a la levée d’inhibition de I'activine. En effet, cette derniére favorise la
prolifération et la différenciation des cellules B, ce qui stimule la sécrétion d’insuline (Mukherjee et

al., 2007). FSTL3 agirait donc sur le pancréas indépendamment de la myostatine.

Il serait alors intéressant d’étudier le métabolisme sur des souris Gaspl'/' générées par Lee et
sur des souris Tg(Gasp-1) croisées avec des souris Mstn” afin de vérifier si Gasp-1 agit sur

I’'homéostasie du glucose indépendamment de la myostatine.

Existe-t-il une redondance de fonctions entre GASP-1 et GASP-2 ?

Dans une derniere partie de ma thése, je me suis intéressée au réle de GASP-2 qui a l'inverse
de GASP-1 reste peu étudié dans le muscle. Ce manque d’intérét pour GASP-2 peut s’expliquer par le
fait que les protéines GASPs partagent entre elles plus de 57% d’identité et que les études
d’interaction ont démontré qu’elles étaient toutes deux capables d’interagir avec la myostatine. De
plus, seul GASP-1 fut retrouvé associé a la myostatine dans les sérums humains et murins, et il
semblerait qu’il soit un plus puissant inhibiteur de la myostatine que GASP-2 bien que ce dernier
semble réguler de fagon plus efficace I'activité du complexe latent (Hill et al. 2003; Szlama et al.

2010, 2013; Walker et al. 2015). En 2013, des analyses phénotypiques sur un modele murin déficient
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en Gasp-2 explorent pour la premiere fois le réle de ce géne au cours de la myogenése. Les souris
Gasp-2”" présentent une atrophie musculaire qui se développe a partir de 8 mois et des défauts dans
la régénération musculaire (Lee & Lee 2013). Ce phénotype peut s’expliquer par la levée de

I'inhibition de la myostatine dans ces souris.

Notre étude in vitro sur I'effet de la protéine GASP-2 sur la prolifération et la différenciation
des cellules musculaires C2C12 ont confirmé cette hypothése. Dans un premier temps, nous avons
confirmé que Gasp-2 favorisait bien la prolifération et la différenciation des myoblastes. Par la suite,
nous avons démontré grace a un traitement avec la protéine GASP-2 et/ou MSTN que c’est par son

role d’inhibiteur de la myostatine que GASP-2 intervenait sur la croissance musculaire.

Les protéines de la famille GASPs semblent donc alors pouvoir agir de facon équivalente sur
la myostatine. En effet, nous n’avons pas observé de différence significative sur la prolifération des
myoblastes suite a un traitement avec la protéine GASP-1 ou GASP-2. Les modeles murins Gaspl'/' et
GaspZ'/' présentent tous les deux une atrophie musculaire a 8 mois (Lee & Lee 2013). Il convient
également de noter que ces deux protéines partagent un profil d’expression tissulaire relativement
similaire a quelques exceptions pres (Trexler et al. 2002) suggérant ainsi une potentielle redondance
de fonctions entre GASP-1 et GASP-2. Cette redondance de fonctions pourrait expliquer en partie
I'atrophie tardive retrouvée chez les souris Gasp-27" et Gasp1”". Les analyses TLDA réalisées sur des
embryons Tg(Gasp-1) et montrant une sous expression d’un facteur -2 de Gasp-2 semblent conforter
cette hypothése (Brun et al. 2014). La génération d’un double KO Gasp-1/Gasp-2 pourrait confirmer

ou non de fagon certaine cette hypothese.

Ces résultats démontrent que GASP-2 serait un inhibiteur de la myostatine « aussi efficace »
que GASP-1 et qu’il pourrait étre étudié dans un contexte thérapeutique et agronomique comme les
autres inhibiteurs. Au sein du laboratoire, nous avons généré des souris surexprimant Gasp-2, des
analyses musculaires et métaboliques sont actuellement en cours et permettront d’analyser plus en

détail son rdle in vivo.

Les protéines GASPs agissent t’elles indépendamment de la myostatine ?

Si Gasp-1 et Gasp-2 sont connus essentiellement pour leur réle d’antagoniste de la
myostatine, les données de la littérature et les travaux réalisés au laboratoire semblent suggérer
plusieurs roles indépendants de la myostatine pour ces deux protéines. Les souris Gasp-27

présentent des défauts dans la mise en place du squelette axial en contraste avec celui observé dans
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les souris Gdf-117" démontrant ainsi que GASP-2 régule I'expression de GDF-11 in vivo (Lee & Lee
2013). De plus, I'atrophie tardive et les défauts de régénération musculaire observés tardivement
chez les souris Gasp-17" et Gasp2” pourraient é&tre dus a I'inhibition de la myostatine combinée a
celle de GDF-11 dont les niveaux d’expression augmentent avec I'dge (Brun & Rudnicki 2015;
Egerman et al. 2015). Les analyses TLDA réalisées chez les souris Tg(Gasp-1) et les défauts
métaboliques observés dans ce modele laissent également suggérer un role indépendant de la
myostatine qui pourrait étre confirmé ou non par I'analyse du croisement entre des souris Tg(Gasp-

1)et Mstn”".

Enfin, GASP-1 et GASP-2 font partie des rares protéines a former un multiplex hétérotypique
composé de plusieurs domaines inhibiteurs de protéases. Ces deux protéines contiennent pas moins
de 4 domaines différents d’inhibiteurs de protéases (WAP, Kazal, Kunitz et Nétrine) (Trexler et al.
2001, 2002). Bien qu’a I'heure actuelle seule une activité anti-trypsine a été démontrée pour le
second domaine Kunitz, de part leur expression pluritissulaire et leur grande variété de domaines,
leurs roles d’anti-protéases méritent d’étre étudiés plus en détail, notamment au niveau du pancréas
ou les protéines GASPs sont fortement exprimés et ou la balance entre protéase et anti-protéase est
finement régulée (Werb et al. 1982; Glasbrenner & Adler 1993; Koster et al. 2003). Nous
développons au laboratoire différentes études pour mieux appréhender ce role anti-protéasique de
GASP-1 et de GASP-2. Actuellement, nous avons confirmé un réle anti-trypsine pour ces deux

protéines entieres. Des études sur d’autres types de protéases sont en cours.

GASP-1 et GASP-2 font partie d’un réseau génique incluant la myostatine mais
également toutes les protéines participant aux voies de signalisation des TGFB8s. Si les
protéines GASPs de par leur action antagoniste sur la myostatine présentent un intérét
thérapeutique pour soigner des pathologies musculaires comme la myopathie de Duchenne
ou la cachexie, il convient d’étudier plus en détail I'action de leur surexpression sur
Iinteractome dans lequel elle participe. En effet, la surexpression de GASP-1 semble avoir
altéré négativement [I’homéostasie du glucose. Des analyses protéomiques et
transcriptomiques permettraient de vérifier toutes les voies de signalisation modulées par
GASP-1 et GASP-2 et comment ces deux protéines pourraient étre utilisées a bon escient

comme cibles thérapeutiques.
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Annexe 1. Liste des 48 sondes TAQMAN sélectionnées pour la publication 1.

Gene ID Symbol Assay
21803 Tgfbl Mm01178819 m1  Target
Taf-6 21808 Tagfb2 MmO00436955_m1  Target
21809 Tgfb3 MmO00436960_m1  Target
16322 Inha MmO00439683_m1  Target
E- 16324 Inhbb MmO01286587_m1  Target
L: 16323 Inhba MmO00434339_m1  Target
5 16325 Inhbc  MmO00439684_m1  Target
= 16326 Inhbe Mm00434340_g1  Target
E Activines/Inhibines 17700 Mstn MmO01254559_m1 Target
aé-'_ 14561 Gdf11 MmO01159973_m1  Target
: 110075 Bmp3 MmO00557790_m1 Target
g 14560 Gdf10 Mm01220860_m1  Target
8 12155 Bmp15 ~ Mm00437797_ml  Target
-g 14566 Gdf9 Mm00433565_m1  Target
é" 18119 Nodal MmO00443040_m1  Target
12153 Bmp1 Mm00802220_m1  Target
BMP/GDF 12156 Bmp2 MmO01340178_m1 Target
12159 Bmp4 MmO01321704_m1 Target
12162 Bmp7 MmO00432102_m1 Target
w o 16000 Igf1 Mm01228180_m1  Target
= 16002 Igf2 MmO00580426_m1  Target
215001 Wfikkn1 MmO01308311_m1 Target
278507 Wfikkn2 MmO00725281_m1 Target
‘:?_'- 14313 Fst Mm00514982_m1  Target
o 83554 Fstl3 Mm00473194 m1  Target
é 13179 Dcn Mm00514535_m1  Target
§ 16998 Lthp3 Mm00521855_m1  Target
g Inhibiteurs/Régulateurs 268977 Ltbp1 Mm00498255_m1  Target
@ 108075 Ltbp4 Mm00723631_m1  Target
2 21667 Tdgf1 Mm03024051_g1  Target
‘7: 12111 Bgn Mm01191753_m1  Target
g 18121 Nog Mm01297833_s1  Target
§ 12667 Chrd MmO00438203_m1  Target
= 14314 Fstl1 Mm00433371_m1  Target
'E 29817 Fstl2 Mm03807886_m1  Target
Modulateurs 17130 Smad6 MmO00484738_m1  Target
intracellulaires 17131 Smad7 ~ MmO00484742_m1  Target
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17877 Myf5 MmO00435125_m1 Target
" ] 17878 Myf6 MmO00435126_m1  Target
S
5 E 17927 Myod1 MmO00440387_m1 Target
s MRF/Pax
g 7 17928 Myog MmO00446194_m1 Target
w =2
€ 18505 Pax3 MmO00435493 m1 Target
18509 Pax7 MmO00834079_m1  Target
18S Hs99999901_s1 Control
(7]
39 Dffa Mm00438410 m1  Control
c
§ o Contréles Fegrt MmO00438887_m1  Control
4 ‘w
] % Gapdh ~ Mm99999915 g1  Control
Tbp MmO00446973_m1  Control
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Annexe 2. Analyse protéomique réalisée sur les Gastrocnemius des souris Tg(Gasp-1) a 3

mois

Spot Access Number Score Matches Cover Rank Fold Anova (p) Power
1 APOE_MOUSE 254 9 29% 14-40 -1,5 0,032 0,6072
CK054_MOUSE 58 2 7% 14-41 -1,5 0,029 0,6234
HIBCH_MOUSE 278 8 25% 14-36H -1,6 0,041 0,5589
KCRM_MOUSE 348 10 29% 14-44 -1,5 0,044 0,5425
5 LDHA_MOUSE 75 2 4% 14-36H -1,6 0,041 0,5589
6 LDHB_MOUSE 275 8 24% 14-35 -1,6 0,017 0,7178
7 MDHC_MOUSE 85 2 5% 14-41 -1,5 0,029 0,6234
MYH1_MOUSE 184 5 2% 14-27 -1,6 0,046 0,5364
MYH3_MOUSE 66 1 1% 14-17 -2 0,009 0,8109
48 1 0% 14-16 2 0,003 0,9240
10 MYH4_MOUSE 315 7 6% 14-39 -1,5 0,015 0,7388
407 11 7% 14-58 -1,4 0,046 0,5322
11 NDUS2_MOUSE 194 7 17% 14-48 -1,5 0,029 0,6262
12 NDUS3_MOUSE 310 8 38% 14-53 -1,4 1,99E-04 0,9978
13 ODPA_MOUSE 171 5 17% 14-17 -2 0,009 0,8109
14 PSME1_MOUSE 52 1 2% 14-26 -1,7 0,008 0,8362
15 TNNT3_MOUSE 49 2 7% 14-36B -1,6 0,041 0,5589
16 TRI72_MOUSE 177 6 18% 14-24 -1,7 0,015 0,7379
155 6 10% 14-19 1,9 0,012 0,7744
71 3 4% 14-31 1,6 0,009 0,8190

17 GRP78_MOUSE
Non identifié mais rec’onnu dans 14-34 16 0,003 0,9177

banque de données 2D
18 MLRV_MOUSE 128 4 27% 14-33 1,6 0,032 0,6048
19 PDIA1_MOUSE 208 7 16% 12-65 1,5 0,009 0,8275
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Annexe 3. Analyse protéomique réalisée sur les Gastrocnemius des souris Tg(Gasp-1) a 16

mois

Spot Access Number Score Matches Cover Rank Fold Anova (p) Power

1 1433G_MOUSE 798 38 40,1% 3032 1,7 0,002 0,956
PDIA3_MOUSE 2276 89 56,8%
TRXR1_MOUSE 740 31 22,3%

2 4461 1,5 0,007 0,846
HYES_MOUSE 173 13 20,9%
CES1D_MOUSE 136 8 8,8%
PGM1_MOUSE 2529 104 52,5%

3 1542 1,4 0,009 0,811
PGM5_MOUSE 77 6 4,4%

4 ABEC2_MOUSE 1083 50 74,6% 4462 1,4 0,009 0,805
MYBPH_MOUSE 5931 204 69,6%

5 EIF3D_MOUSE 624 32 38,3% 4460 1,7 0,012 0,766
ACTS_MOUSE 233 20 22,3%
1433E_MOUSE 3167 102 43,5%

6 3171 1,7 0,014 0,746
ACTN3_MOUSE 144 6 3,1%
GRP78_MOUSE 7971 294 53,0%

7 TPM1_MOUSE 822 40 47,9% 1335 1,7 0,015 0,741
TGM2_MOUSE 688 29 23,6%
SPRE_MOUSE 4968 164 69,0%
HSPB1_MOUSE 1116 58 55,5%

8 BIN1_MOUSE 636 32 22,6% 3165 1,5 0,02 0,692
PDLI3_MOUSE 615 16 21,2%
ACTS_MOUSE 205 15 15,9%
ABEC2_MOUSE 972 46 62,1%

9 ACTS_MOUSE 351 19 22,3% 5356 14 0,021 0,678
MYH4_MOUSE 324 29 9,0%
ACTS_MOUSE 351 19 22,3%
SAR1B_MOUSE 1054 51 54,5%
ABHEB_MOUSE 279 13 32,9%
ACTS_MOUSE 251 13 22,3%

12 PRDX3_MOUSE 249 11 24,5% 3355 1,4 0,029 0,625
PARK7_MOUSE 196 13 26,5%
PPCT_MOUSE 147 8 25,2%
RHOA_MOUSE 87 4 7,3%
TPM1_MOUSE 18002 633 66,2%
TPM2_MOUSE 9321 314 39,4%

13 TPM2_MOUSE 9321 314 39,4% 2534 1,7 0,031 0,609
TPM3_MOUSE 7099 323 47,7%
TPM4_MOUSE 759 60 15,7%
TCPE_MOUSE 4059 177 54,5%

15 1618 1,3 0,035 0,588
MYPC2_MOUSE 630 29 14,5%
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TCPA_MOUSE 536 32 40,3%
ACTN3_MOUSE 511 26 20,4%
CORO6_MOUSE 177 10,0%
TRXR1_MOUSE 156 3,4%
AKT2_MOUSE 128 13 16,8%

16 CAZA2_MOUSE 4452 161 65,4% 2447 1,5 0,036 0,583
TPM1_MOUSE 428 11 8,1%

17 TPM2_MOUSE 428 11 8,1% 1835 1,4 0,039 0,566
HNRH2_MOUSE 347 8 10,0%
MYH1_MOUSE 4934 166 21,8%
MYH4_MOUSE 3845 125 19,8%

18 1582 -1,3 0,042 0,555
BIN1_MOUSE 509 34 26,5%
CACB1_MOUSE 452 25 20,3%

" SYG_MOUSE 1879 72 32,1% 1333 12 0,051 0,513
MYPC2_MOUSE 173 10 8,9%
PRS4_MOUSE 2718 118 64,8%
ACTN3_MOUSE 1727 69 34,3%

20 MYH4_MOUSE 780 52 15,6% 1683 1,2 0,03 0,615
CACB1_MOUSE 409 21 18,9%
PDIA3_MOUSE 405 24 29,9%
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RESUME

Le muscle squelettique est un tissu hétérogene et dynamique jouant un réle important dans la
mobilité et le métabolisme d’un organisme. C’'est un organe actif qui sécréte de nombreuses cytokines
participant au « crosstalk » entre tous les tissus impliqués dans ce métabolisme. Parmi ces myokines,
la myostatine agit a la fois comme un régulateur négatif du développement musculaire et un
médiateur dans I’'homéostasie du glucose. En effet, les souris déficientes pour le géne de la myostatine
(Mstn”") présentent une augmentation de leur masse musculaire associée a une hyperplasie et une
hypertrophie des myofibres. Elles présentent également une diminution de leur masse adipeuse.
L’expression de la myostatine est finement régulée par des inhibiteurs comme la follistatine, FSTL3 ou
les protéines GASP-1 et GASP-2. Si de nombreuses études ont déja été réalisées sur les autres
inhibiteurs, les protéines GASPs sont a I’heure actuelle encore peu étudiées. Le modéle murin
surexprimant Gasp-1 (Tg(Gasp-1) généré dans le laboratoire présente un phénotype hypermusclé
associé a une hypertrophie mais sans hyperplasie et ne présentent pas de diminution de leur masse
adipeuse. Afin de mieux comprendre les conségquences fonctionnelles de la surexpression de Gasp-1,
nous avons analysé des cellules musculaires dérivées de cellules satellites de souris Tg(Gasp-1). Cette
étude a révélé une dérégulation de I'expression de plusieurs genes dont une surexpression de la
myostatine qui pourrait expliquer I'absence d’hyperplasie. Nous avons voulu également expliquer
I'absence de variation de masse adipeuse dans les souris Tg(Gasp-1) en réalisant des analyses
métaboliques sur des souris jeunes et agées. Ces travaux ont révélé une dérégulation globale de
I’'homéostasie du glucose dans les souris Tg(Gasp-1) associé a une dérégulation du sécrétome
musculaire. Enfin nous avons voulu appréhender le réle de GASP-2 dans le contexte musculaire

Mots clés : GASP-1, GASP-2, myostatine, muscle squelettique, homéostasie du glucose

ABSTRACT

Skeletal muscle is a heterogeneous and dynamic tissue which plays an important role in mobility and
metabolism of organisms. It is an active organ that secretes numerous cytokines involved in
"crosstalk" between all tissues implicated in metabolism. Among these myokines, myostatin acts both
as a negative regulator of muscle development and a mediator in glucose homeostasis. Indeed, mice
deficient for the myostatin gene (Mstn”") have an increase of muscle mass associated with hyperplasia
and hypertrophy of myofibers. Mstn”" mice also exhibit a decrease of fat mass. Expression of
myostatin is tightly regulated by inhibitors such follistatin, FSTL-3 or GASP-1 and GASP-2 proteins.
While many studies have already been performed on the other inhibitors, GASPs proteins are still
poorly studied. The mouse model overexpressing Gasp-1 (Tg (Gasp-1)) generated in our lab presents a
hypermuscular phenotype associated with hypertrophy without hyperplasia and exhibit no decrease
in fat mass. To better understand the functional consequences of Gasp-1 overexpression, we analyzed
muscle cells derived from Tg(Gasp-1) satellite cells This study revealed a deregulation of the
expression of several genes with an upregulation of myostatin which could explain the absence of
hyperplasia in the Tg(Gasp-1) mice. We then want to explain the absence of fat mass changes by
performing metabolic assays in young and aged mice. These studies have revealed an overall
dysregulation of glucose homeostasis and deregulation of muscle secretome in Tg(Gasp-1) mice.
Finally we wanted to capture the role of GASP-2 in a muscular context.

Keywords : GASP-1, GASP-2, myostatin, skeletal muscle, glucose homeostasis



