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Résumé

Chez les mammiferes, les muscles squelettiques représentent environ 40% de la masse
corporelle. Grace a leurs propriétés d’excitabilité, de contractilité et d’¢lasticité, ils permettent
de générer force et mouvements. Ils possedent également une fonction métabolique
essentielle. Mon travail de thése consiste a caractériser le réle d’un récepteur nucléaire, le
récepteur des androgenes (RA) dans les myofibres et les cellules satellites, sur la force, la
masse musculaire et le métabolisme. Pour ce faire, nous avons invalidé sélectivement le RA
dans les myofibres ou les cellules satellites adultes du muscle squelettique de souris, a I’aide
du systeme Cre-LoxP. Dans la premiere partie de ce travail, j’ai démontré que les androgenes
via leur récepteur dans les cellules satellites ne contrdlent ni la masse des muscles des
membres ni celle des muscles du périnée a 1’age adulte. Cependant, I’expression des génes
codant pour I’'IGF1 et la myostatine sont induits par le RA dans les myofibres. De plus, lors
d’une surcharge mécanique, le RA dans les myofibres est indispensable a la croissance
musculaire. Nous avons montré que le RA dans les myofibres est nécessaire a la fonte
musculaire induite par les glucocorticoides. Nos résultats montrent que le RA est nécessaire a
la structuration des sarcomeres afin de générer une force musculaire optimale. Ce mécanisme
peut se faire par une régulation de I’autophagie via le RA dans les myofibres ou une
régulation des dérivés d’acides aminés. Nous avons mis en évidence la contribution du RA
dans les myofibres dans le contrdole de la balance énergétique au niveau du muscle
squelettique. En effet, le RA est requit pour la réabsorption du glucose lorsque le corps est en
exces de glucose.

Ainsi, I’étude détaillée des voies de signalisation du RA a permis de mieux comprendre le
role des androgenes dans le muscle squelettique



Abstract

In mammals, skeletal muscles account for up to 55% of total body mass. Thanks to their
excitability, contractility and elasticity properties, they generate strength and movements.
They also have important role in metabolic functions. The aim of my work was to
characterize the role the androgen receptor (AR), a nuclear receptor, in skeletal muscle
contractility, mass and metabolic functions. To this end, we selectively invalidated the AR
either in myofibres or in satellites cells, using the Cre-LoxP system. In the first part of this
work, we demonstrate that satellite cells AR doesn’t mediate androgen-induced limb muscle
fiber hypertrophy. But we demonstrate that expression of IGF1 and myostatine is induced by
myofibres AR. AR is also necessary the mechanical overload-induced hypertrophy.
Furthermore, we demonstrated that AR in myofibres is required for glucocorticoids induced
muscles atrophy. Moreover, AR 1is required for sarcomere structuration in order to generate a
maximal strength. Autophagie or amino acids derivated form regulation can be implicated in
this mechanism. We also show that AR contributes to the energetic balance in myofibres as
AR is important to glucose transport when the body is in excess of glucose.

In conclusion, our work provides a better understanding of muscle functions and will allow
the development of new therapies against muscle wasting and metabolic disorders.
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Introduction

1 Structure et fonction du muscle squelettique.

Le muscle squelettique est le tissu le plus abondant des vertébrés. Il représente 40 a 50%
de la masse corporelle d’un adulte. Il joue un role fondamental dans I’organisme pour le
déplacement, le maintien de la posture, et exerce un role métabolique essentiel. Sa fonction
principale est la production de force et de mouvement par un mécanisme spécifique, la
contraction musculaire. Dans ce chapitre sera résumé les connaissances actuelles sur le
muscle squelettique.

1.1 Formation du muscle squelettique.

Chez les vertébrés supérieurs, pendant I’embryogénese, les muscles squelettiques sont
formés a partir de cellules progénitrices originaires des somites. Les somites sont issues de la
segmentation du mésoderme paraxial. Les somites se divisent pour donner une partie ventrale
appelée sclérotome et une partie dorsale, le dermomyotome qui va donner le derme et le
muscle squelettique. La musculature paraxiale (ou epaxiale) a 1’origine des muscles
intercostaux et paraspinaux associés a la colonne vertébrale se forme a partir de la
différenciation de la région dorso-médiane du dermomyotome. La région ventro-latérale va
former la musculature hypaxiale qui va donner les muscles des membres et de la ceinture
[(Buckingham et al., 2003), Figure 1].

e
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Figure 1. Représentation schématique de la somitogénése. D’aprés (Buckingham et al., 2003).

A I’opposé du bourgeon de membre, les prémyoblastes, qui sont les progéniteurs des
cellules musculaires, subissent une délamination de I’épithélium du dermomyotome hypaxial
et migrent au niveau du futur membre. Les cellules migrantes sont caractérisées par
I’expression de Pax3 et Pax7 (Le Grand and Rudnicki, 2007).

Les pré-myoblastes proliferent au cours de leur migration, et ce n’est qu'une fois
arrivés au niveau du membre qu’ils quittent irréversiblement le cycle cellulaire et expriment
les genes de détermination myogénique MyoD et Myf5 (Tajbakhsh and Buckingham, 1994)
pour se transformer en myoblastes. Les myoblastes vont fusionner et se différencier en
myotubes, cellules allongées plurinucléées. Le programme de différentiation dépend de la
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présence de la myogenine, ainsi que d’autres facteurs de différentiation comme Mef2 (figure

2).
’—-\ Myotome epaxial
~ Dermomyotome

TN
Dorsal

Bourgeon de
membre

« O

-;—_-_---'/7
Ventral
Delamination ; Pax3 — c-met
Migration : c-met/HGF, Lbx1
Proliferation : 7 Pax3, c-met, Mox2, Msx |1, Six, (Myf5, MyoD)
Determination : Myf5, MyoD

: Myogenin, (MyoD, Mrfd), Mef2, Six ...
Formation of specific muscles : Lbx1, Mox2, ? c-met ...

Figure 2.Représentation schématique de la formation des muscles du membre.
NC : notochorde, TN : tube neural, ES : ectoderme de surface. D’aprés (Buckingham et al., 2003).

5 a 10% des myoblastes restent indifférenciés sous forme de cellules satellites,
présentes entre la membrane plasmique et la lame basale des fibres musculaires. Les cellules
satellites interviennent dans la croissance pré et post-natale du muscle ainsi que dans sa
régénération. En effet, elles sont activées en réponse a des stimuli externes tels que des
facteurs de croissance suite a une blessure par exemple (Seale et al., 2000).

1.2 Régénération du muscle squelettique : Régulation cellulaire et moléculaire.
1.2.1 Les cellules souches.

1.2.1.1 Les cellules satellites.

Les cellules satellites sont considérées comme des éléments majeurs dans la régénération
musculaire. Les cellules satellites contribuent également a la croissance des fibres musculaires
postnatales.

1.2.1.1.1 Identification et caractérisation des cellules satellites.

Les cellules satellites sont situées sous la lame basale juxtaposées a la membrane plasmique
(Mauro, 1961). Elles dérivent des somites (Sambasivan and Tajbakhsh, 2007; Shi and Garry,
20006). Les cellules satellites, quiescentes, représentent 2.5 a 6% des noyaux présents dans une
fibre musculaire donnée. Cependant, quand elles sont activées par une blessure musculaire,
elles peuvent générer un grand nombre de nouvelles myofibres en seulement quelques jours
(Whalen et al., 1990). Les cellules satellites quiescentes expriment des marqueurs
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caractéristiques. Le plus utilisé€, chez la souris, est le facteur de transcription Pax7 (Paired box
7) (Zammit et al., 2006), essentiel pour la spécification des cellules satellites et leur survie
(Kuang et al., 2006). Pax3 est quant a lui exprimé dans les cellules satellites quiescentes de
muscles comme le diaphragme (Relaix et al., 2006). Le géne de régulation myogénique
(Myf5) est exprimé dans une large majorité de cellules satellites quiescentes (Tajbakhsh et al.,
1996). D’autres marqueurs ont été identifiés mais ils ne sont souvent pas spécifiques des
cellules satellites (Bosnakovski et al., 2008; Montarras et al., 2005). Chez I’humain, les
marqueurs de cellules satellites quiescentes ou activées, ne correspondent pas a ceux de la
souris. Par exemple, CD34 est un marqueur des cellules satellites chez la souris, mais il ne
marque pas les cellules satellites humaines (Peault et al., 2007). M-cadherin n’est pas un
marqueur de cellules satellites aussi fiable chez I’homme que chez la souris. Un marqueur des
cellules satellites chez ’homme est CD56, bien qu’il soit également un marqueur des cellules
lymphocytaire Natural Killer (Illa et al., 1992).

1.2.1.1.2 Activation des cellules satellites.

En réponse a une blessure, les cellules satellites sont activées et commencent a proliférer. A
ce stade elles sont appelées cellules précurseurs myogéniques ou myoblastes (Dhawan and
Rando, 2005; Price et al., 2007). Des signaux provenant des fibres endommagées ou des
cellules infiltrantes sont impliqués dans 1’activation des cellules satellites. La progression des
cellules satellites dans la différentiation myogénique est principalement contrdlée par Myf5 et
MyoD (Tajbakhsh et al., 1996) et est suivi par une fusion en fibres régénérantes. Le processus
dure environ 7 jours chez la souris (Zammit et al., 2002) pendant lesquels les cellules
satellites vont subir des destins différents, donnant naissances a quelques cellules
Pax7*MyoD’, qui retournent 2 la quiescence, et de nombreuses cellules Pax7"MyoD*, qui
vont entrer en différentiation (Zammit et al., 2004) (figure 3).

Myoblaste
Myofibrille | Pax7+
Cellule o o o
hématopoiétique |
- d—
i CSquiescente  CSactivée
Cellule dife Pax7+ Pax7+ l Expansion
endothéliale basale MyI5+MyoD+ | Division
of symétrique
Péricyte Activation l Division J
" Asymétrique 1
Fibre
musculal Retour & la quiescence /
Noyau
Cellule musculaire Myocyte
MyoD+

Fusion et différentiation / /

Figure 3. Division cellulaire asymétrique au cours de la différenciation des cellules satellites (CS).
L'activation des cellules satellites in vivo est suivie par une division asymétrique, avec I'expression de
Pax7, MyoD et Myf5 dans les cellules qui se différencient et I'expression de Pax7 dans les cellules
retournant en quiescence pour maintenir le stock de progéniteurs (Kuang et al., 2007; Zammit et al.,
2004). Modifié de (Tedesco et al., 2010).
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1.2.1.1.3 Fusion.

Pendant la régénération musculaire, proche du développement musculaire, les cellules
souches myogéniques sont requises pour fusionner spécifiquement les unes aux autres et
former une fibre musculaire syncitiale. Les jonctions inter-cellulaires semi-stables qui
permettent 1’adhésion cellule-cellule et régulent 1’architecture intra-cellulaire du cytosquelette
sont importantes dans ces organisations tissulaires complexes. Les cadhérines, protéines
transmembranaires permettant 1’interaction cellule-cellule de maniere calcium-dépendante,
jouent un rdle important dans ce processus [pour revue (Geiger and Ayalon, 1992; Kaufmann
et al., 1999)]. M-cadhérine, en particulier, est une molécule essentielle pour la fusion
spécifique des myoblastes les uns avec les autres pendant la myogénese embryonnaire et la
régénération musculaire (Kaufmann et al., 1999; Moore and Walsh, 1993; Zeschnigk et al.,
1995).

Le role de la m-calpaine a également été suggéré dans la réorganisation du cytosquelette
pendant la fusion des myoblastes (Cottin et al., 1994; Dedieu et al., 2002; Kwak et al., 1993).
Une cible potentielle de la m-cadhérine est le filament intermédiaire desmine (Dourdin et al.,
1999). De facon intéressante les protéines des filaments intermédiaires du cytosquelette
comme la vimentine, la desmine ou la nestine sont impliqués dans la fusion des myoblastes
pendant la régénération musculaire (Smythe et al., 2001; Vaittinen et al., 2001).

1.2.1.1.4 Auto-renouvellement des cellules satellites.

L’auto-renouvellement des cellules satellites est un processus nécessaire sans lequel le
processus récurrent de régénération musculaire conduirait rapidement a la perte du stock de
cellules satellites. Une petite portion (environ 20%) des cellules satellites se divisent plus
lentement pour remplir a nouveau le stock de cellules satellites (Baroffio et al., 1995; Baroffio
et al., 1996; Schultz, 1996). Deux hypothéses sont avancées pour la mise en place de I’auto-
renouvellement : (1) L’auto-renouvellement des cellules satellites résulte d’une division
asymétrique générant deux cellules sceurs distinguables, une commise a la différenciation
myogénique, et une cellule souche ; (2) alternativement, les cellules satellites peuvent subir
une division symétrique avec une cellule fille capable de se retirer du programme de
différenciation et revenir a la quiescence. Aucunes de ces deux hypotheéses n’a pu étre
contredites. En faveur de ’hypothése de la division asymétrique, Conboy et Rando ont montré
que Numb, une protéine cytoplasmique accrochée a la membrane plasmique, est ségrégée de
maniere asymétrique dans les cellules satellites en cours de division in vitro (Conboy and
Rando, 2002). Numb doit influencer le destin des cellules en réprimant la signalisation de
Notch, une voie de signalisation connue pour réguler la différentiation cellulaire dans
différents systemes et organismes (Delfini et al., 2000). Dans les cellules en culture,
I’activation de Notch-1 semble activer la prolifération des cellules satellites «primitives »
(Numb-/Pax3+/Desmine-/Myf5-/MyoD-), tandis que son inhibition conduit a l'engagement
des cellules souches en myoblastes (Numb+/Pax3-/Desmine+/Myf5+) et leur différenciation
myogénique (Conboy and Rando, 2002). Donc, la division cellulaire asymétrique des cellules
satellites, marquée par une répartition asymétrique de Numb, conduirait a [’auto-
renouvellement des cellules satellites a cause de 1’expression génique différente.
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Un des roles suggérés pour Myf5 serait de faciliter I’auto-renouvellement des cellules
satellites. L’augmentation de la prolifération et la diminution de la différentiation chez les
cellules MyoD'/ " est consistant avec le fait que les cellules déficientes pour MyoD
représentent un stade intermédiaire entre les cellules satellites quiescentes et les cellules
précurseurs myogéniques (Cornelison et al., 2000; Sabourin et al., 1999; Yablonka-Reuveni et
al., 1999). Une fois activées, les cellules satellites expriment soit Myf5 ou MyoD seul, plutdt
que de co-exprimer les deux MRFs et initier la différentiation terminale, a conduit a
I’hypothése que les cellules Myf5S*/MyoD™ représentent un stade développemental durant
lequel les cellules satellites s’auto-renouvellent (Baroffio et al., 1996). Certaines données
suggerent que le retour a la quiescence des cellules satellites nécessite la dérégulation de
Myf5 (Beauchamp et al., 2000).

De plus, le renouvellement du stock de cellules satellites n’est pas exclusif au
compartiment des cellules satellites. Les cellules souches adultes, autres que les cellules
satellites, sont capables de différentiation myogénique. En absence de Pax7, le nombre de
cellules hématopoiétiques précurseurs dans les cellules souches dérivées du muscle augmente.
Cela suggere que, Pax7 promeut la détermination des cellules satellites et restreint les voies de
signalisation alternative des cellules souches multipotentes (Seale et al., 2000).

De plus, il a été montré récemment que les cellules satellites sont absolument nécessaires a la
régénération (Murphy et al., 2011).

1.2.1.1.5 Multipotentialité.

Les cellules satellites ont des propriétés pluripotentes (Asakura et al., 2001; Wada et al.,
2002). Elles sont considérées comme des cellules souches de la lignée myogénique. Il a été
montré que les protéines morphogénétiques de I’os induisent la conversion ostéogénique et
adipogénique des cellules satellites isolées de souris adultes (Asakura et al., 2001; Wada et
al., 2002). La différentiation ostéogénique des myoblastes primaires est caractérisée par une
co-expression transitoire des marqueurs myogéniques (MyoD, Myf5 et Pax7) et
ostéogéniques (alcaline phosphatase), suggérant une transdifférentiation directe de la lignée
myogénique a la lignée ostéogénique, plutdt que le passage par un « ancétre » commun. Il
existe également des conversions spontanées des cellules satellites vers les lignages
ostéogéniques et adipogéniques mais ce sont des phénomenes rares. Les cellules satellites
fraichement isolées de fibres musculaires n’expriment pas les facteurs myogéniques Myf5 et
MyoD, ce qui suggerent que les cellules satellites quiescentes sont plus plastiques et peuvent
entrer facilement dans un lignage non myogénique (Cornelison and Wold, 1997; Maley et al.,
1994; Smith et al., 1994; Yablonka-Reuveni and Rivera, 1994). In vitro les cellules satellites
sont capables de se différencier en cellules ostéogéniques ou adipogéniques. Cependant, le
potentiel de différentiation des cellules satellites semble €tre limité aux lignées cellulaires
mésenchymateuses comme le démontre leur aptitude a subir une conversion hématopoiétique
(Asakura et al., 2002). On retrouve une accumulation de tissus adipeux dans des muscles qui
dégénerent chez des patients souffrant de la myopathie de Duchenne, ou chez le modele de
souris mdx ou dans d’autre modele de régénération musculaire (Dulor et al., 1998; Pastoret
and Sebille, 1995).

24



Introduction

1.2.1.2 Contribution des autres cellules souches dans le processus de réparation

musculaire.

De récentes études ont montré la présence de cellules souches pluripotentes dans différents
tissus adultes et contestent 1’idée que les cellules souches spécifiques d’un tissu sont
prédeterminés a un lignage tissulaire spécifique. Les cellules souches adultes se différencient
in vitro et in vivo en différents types cellulaires dépendants de son environnement. La moelle
osseuse et les cellules musculaires adultes peuvent se différencier en cellule musculaire in
vitro et contribue a la régénération musculaire in vivo (figure 4) (Goldring et al., 2002;
Grounds et al., 2002; Seale and Rudnicki, 2000).
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Figure 4. Sources possibles de noyaux musculaires pendant la régénération du muscle squelletique.
La régénération du muscle squelettique implique I'activation et la prolifération des cellules satellites
quiescentes, ainsi que leur différentiation et leur fusion pour donner de nouveaux noyaux
musculaires pour la réparation musculaire (fleches noires épaisses). Le facteur de transcription Pax7
est requis pour la spécification et la survie des cellules satellites, alors que les facteurs MRFs sont
essentiels pour la prolifération et la différentiation des cellules satellites. Il existe des cellules souches
musculaires adultes pluripotentes (cellules souches dérivées du muscle adulte) capables
d’engagement myogéniques. Ces cellules contribuent au stock de cellules satellites et de noyaux
musculaires mais avec une faible fréquence (fleches noires fines). Les cellules souches capables
d’engagement myogénique peuvent étre isolées d’autres tissus adultes (cellules souches de moelle
osseuse, cellules souches neuronales et mésenchymateuses) (fleches rouges). Une hypothése est que
les myo-noyaux ré-entre dans le cycle cellulaire durant la réparation musculaire (fleches vertes
pointillées). Modifié de (Chargé and Rudnicki, 2004).

1.2.1.2.1 Cellules souches non musculaire.

Il existe une activité myogénique chez une population de cellules dérivées des cellules
souches de la moelle osseuse. Cette population de cellules est Sca-1 (stem cell antigen-1) +,
cKit+, CD43+, CD45+, CD4-, CD5-, CDS8-, CD34- (Gussoni et al., 1999). 1l a également été
montré que cette population de cellules contribue a la régénération des myofibres, mais
également au stock de cellules satellites (LaBarge and Blau, 2002).
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1.2.1.2.2 Cellules souches présentes dans le muscle squelettique.

Il existe une population de cellules souches musculaires capables de reconstruire le répertoire
hématopoiétique apres une injection intraveineuse dans des souris irradiées. Ces cellules
musculaires peuvent réaliser une conversion myogénique in vivo (Gussoni et al., 1999). La
présence de ces cellules dans une musculature Pax7-/-, c'est-a-dire dépourvue de cellules
satellites, suggere que ces cellules musculaires et les cellules satellites représentent deux sous
populations musculaires différentes (Seale et al., 2000). Une sous population de cellule
musculaire n’exprime pas les marqueurs des cellules satellites comme Myf5, Pax7 ou
Desmine (Asakura et al., 2002). Ces cellules musculaires seraient les cellules progénitrices
des cellules satellites (Asakura et al., 2002; Gussoni et al., 1999; Seale et al., 2000). Il y a
donc de fortes évidences de la présence de cellules progénitrices avec un potentiel
myogénique autres que les cellules satellites dans le muscle squelettique. Apres une
régénération incluant des dommages vasculaires, les cellules Sca-1+/CD34+ migrent des
vaisseaux sanguins dans les myoblastes régénérants (Torrente et al., 2001). Ces résultats
suggerent que les cellules souches présentes dans le systeme vasculaire peuvent €tre activées
pour entrer dans le lignage myogénique si les dommages sont suffisamment importants.

Il existe une autre population de cellules Sca-1+/CD34+ appelée MDSC (Muscle-Derived
Stem Cell). Elles ont des caractéristiques retrouvées classiquement chez des progéniteurs non
engagés comme une forte capacité d’auto-renouvellement, une forte prolifération, et sont
pluripotentes (Qu-Petersen et al., 2002). Cependant les cellules MDSC n’ont pas d’origine
hématopoiétique. De plus plusieurs observations montrent qu’elles sont des progénitrices des
cellules satellites : elles ont un fort potentiel de conversion myogénique ; elles peuvent
exprimer spontanément des marqueurs myogéniques comme MyoD ou desmine ; elles ont des
caractéristiques phénotypiques similaires (Sca-1+/m-cadhérine-) que la sous population de
cellules 1dentifiées comme des cellules satellites in situ (Qu-Petersen et al., 2002). Il apparait
donc que CD34 joue un rdle important dans 1’identification des progéniteurs myogéniques.
Cependant, I’identification de sous population de cellules satellites exprimant CD34 suggérent
que CD34 est également exprimé dans les cellules myogéniques et montre bien la nécessité de
marqueurs multiples pour I’identification des cellules souches dérivées du muscle autres que
les cellules satellites (Beauchamp et al., 2000; Lee et al., 2000).

1.2.2 La régénération musculaire

Les blessures du muscle squelettique peuvent provenir d’une exposition a des agents
myotoxiques, dun traumatisme tranchant ou contendant comme une ponction ou une
contusion, d’une ischémie, d’une exposition a des températures chaudes ou froides, a sa
propre contraction musculaire et de maladies comme les dystrophies.

Le muscle squelettique a une capacité de se régénérer qui se fait quotidiennement aussi bien
qu’en réponse a une blessure (Doyonnas et al., 2004). La réparation du muscle squelettique
est un processus qui fait intervenir une réponse cellulaire et moléculaire, ot la coordination
entre 1’inflammation et la régénération est cruciale (Charge and Rudnicki, 2004; Mourkioti
and Rosenthal, 2005). Le processus de réparation suivant un dommage musculaire est un
processus composé de deux phases: la dégénérescence et la régénération. Bien que le
processus de réparation soit similaire apres différents dommages, la cinétique et I’amplitude
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de chaque phase dépend de la particularit¢ du dommage, 1’étendue des dommages, ou le
modele de dommage utilisé (Carlson and Faulkner, 1983; Charge and Rudnicki, 2004;
Irintchev and Wernig, 1987; Papadimitriou et al., 1990).

1.2.2.1 Dégénérescence.

Initialement on observe une nécrose rapide des myofibres qui se caractérise par la dysruption
du sarcolemme des fibres musculaires et donc une augmentation de la perméabilité. Il en
résulte, une augmentation de la concentration plasmatique de protéines musculaires comme la
créatine kinase, qui sont normalement retenues dans le cytosol. Cette augmentation du niveau
de créatine kinase peut étre observée apres un stress mécanique, aussi bien que dans les
maladies dégénératives comme les dystrophies musculaires (Sorichter et al., 2001; Zatz et al.,
1991). De plus, comme les protéines cytosoliques ne refletent pas forcément le niveau de
dommages structuraux, des protéines comme les MHCs et la troponine sont utilisées comme
marqueurs de dommages de 1’appareil contractile (Sorichter et al., 1997; Sorichter et al.,
1999).

Les phases précoces de blessures musculaires s’accompagnent d’infiltration du muscle
endommagé par des cellules inflammatoires. Les cellules infiltrantes sont également
importantes pour I’activation des processus de réparation nécessaires a la récupération des
dommages. Le muscle endommagé sécrete des facteurs qui vont réguler 1’activation des
cellules inflammatoires et myogéniques (McClung et al., 2007). Une a six heures apres le
dommage musculaire le nombre de neutrophiles augmentent et ils envahissent le muscle
endommagé (McClung et al., 2007). 48 h apres la blessure, les cellules majoritaires sont les
macrophages qui migrent vers la zone de blessure via le sang. Dans le cas de dommages
importants de 1'approvisionnement en sang a la zone blessée, la régénération ne peut avoir lieu
que lorsque de nouveaux vaisseaux sanguins pénetrent dans la zone (Carlson and Faulkner,
1983). Apres Iinfiltration, les macrophages phagocytent les débris cellulaires et enlévent les
myofilaments disruptés, d’autres structures cytosoliques et les sarcolemmes endommagés. De
plus, les macrophages activent également les cellules myogéniques (Lescaudron et al., 1999;
Saclier et al., 2013). Les caractéristiques histologiques principales pendant les premieres
phases apres une blessure sont la nécrose des fibres musculaires et une augmentation des
cellules non-musculaires mononuclées dans la zone de blessure.

1.2.2.2 Régénération

Pendant la dégénérescence, le processus de réparation est activé. Un des éveénements
nécessaire a la régénération est la prolifération cellulaire. Les nouvelles fibres musculaires
sont formées a la suite de la phase de prolifération myogénique. Les cellules myogéniques se
différencient et fusionnent avec les fibres endommagées a réparer ou avec les fibres existantes
pour en former de nouvelles (Snow, 1977).

Les caractéristiques de la régénération musculaires sont (a) que les nouvelles fibres formées
ont une forte synthese protéique et expriment la forme embryonnaire de MHC, ce qui signifie
que les fibres sont formées de novo (Whalen et al., 1990); (b) pendant la régénération les
cellules fusionnent localement au site de la blessure (Blaveri et al., 1999) ; et (c) les fibres
sont séparées, ce qui est dii a la fusion incomplete des fibres qui régénerent au sein de la
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méme lame basale (Blaveri et al., 1999; Bourke and Ontell, 1984). Quand la fusion des
cellules myogéniques est incomplete, la taille des myofibres nouvellement formées augmente
et les noyaux, préalablement placés en position centrale, migrent a la périphérie de la fibre.
Finalement, le nouveau tissu musculaire est similaire au muscle non blessé, aussi bien
morphologiquement que fonctionnellement.

1.2.2.3 Facteurs contribuant a la régénération.

Apres un dommage des fibres musculaires, les cellules quiescentes sont activées pour
entrer dans le cycle cellulaire et proliférer pour permettre 1’expansion de la population de
cellules myogéniques. Le processus de régénération et de différentiation des cellules satellites
pendant la régénération est régulé par une famille de facteurs de transcription MRFs incluant
MRF4, myogénine, MyoD et Myf5. Apres une blessure, MyfS et MyoD sont les premiers
MRFs a étre exprimés dans les cellules régénérantes, suivis de la myogénine et de MRF4
(Pavlath et al., 2003; Suelves et al., 2004). En réponse au signal envoyé par les myofibres
endommagées, les cellules satellites quiescentes sont activées et commencent a proliférer
(Charge and Rudnicki, 2004). Les cellules satellites activées se caractérisent par un niveau
d’expression de MyoD et de Myf5 élevé. La différenciation s’accompagne d’une expression
de MRF et de la sortie irréversible du cycle cellulaire (Cooper et al., 1999; Pavlath et al.,
2003; Smith et al., 1994). Dans les cellules satellites quiescentes, ni MyoD ni Myf5 ne sont
exprimés, suggérant que D’expression des MRFs est incompatible avec l’arrét réversible
(Sachidanandan et al., 2002; Yablonka-Reuveni and Rivera, 1994). 1l a été montré que les
cellules satellites entrent dans le compartiment MRF-positif, si elles expriment Myf5 ou
MyoD. Ceci est suivis par la co-expression des deux (Cornelison and Wold, 1997).
Cependant, MyoD et Myf5 jouent des rdles différents pendant la régénération : MyoD
favorise la différentiation terminale des cellules satellites et Myf5 favorise 1’auto-
renouvellement des cellules satellites (Kablar and Rudnicki, 2000; Yoshida et al., 1998). Le
role de MyoD dans les cellules satellites activées est de stimuler directement ou
indirectement, I’augmentation du niveau de MRF4 dans les stades tardifs de régénération
(Pavlath et al., 2003). MyoD se fixe sur la région promotrice du facteur de transcription Slug
(Snai2) dans les myofibres et ’active pendant la différenciation. L’expression de Slug est
augmentée pendant les phases tardives de régénération musculaire (Zhao et al., 2002).

L’augmentation de la régulation de myogénine et MRF4 caractérise la différenciation
terminale des myoblastes. Dans le muscle adulte en cours de régénération et dans les cellules
satellites activées, MRF4 apparait aprés la myogénine, suggérant que la myogénine est
nécessaire pour l’activation de I’expression de MRF4, bien que d’autres facteurs soient
également impliqués. MRF4 stimule la différentiation précoce et la formation des myotubes.
MRF4 agit également dans une boucle de rétrocontrdle positif pour réguler son expression au
cours de la régénération (Cornelison and Wold, 1997; Pavlath et al., 2003).

Le facteur nucléaire myocyte (MNF) est un facteur de transcription exprimé
sélectivement dans les cellules satellites et agit dans la régulation des genes qui coordonnent
la prolifération et la différentiation des cellules satellites apres une blessure musculaire (Garry
et al., 2000). Il existe deux isoformes de MNF, MNFa qui est plus abondant lorsque les
cellules satellites sont activées aprés une blessure ; et MNFfB qui est moins exprimé. Puis,
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cette balance est inversée lors de la régénération et lorsque la population de cellules satellites
quiescentes est ré-établie.

Dans les stades précoces de la régénération, 1’activation de STAT3 (Signal Transducer
and Activator Transcription 3) se fait dans les noyaux des cellules précurseurs myogéniques
activées, puis se poursuit dans les cellules satellites proliférantes exprimant MyoD. STAT3
activé est important pour la protection des cellules satellites activées, des myoblastes qui
proliferent et des myofibres survivantes de I’apoptose et I’inhibition de la prolifération des
myoblastes a des stades précoces de la régénération des myoblastes (Kami and Senba, 2002;
Sun et al., 2007).

Galectin-1, une protéine de liaison aux carbohydrates, est exprimée fortement dans le
muscle squelettique. Elle est un facteur impliqué non seulement dans le développement du
muscle squelettique, mais également dans la régénération du muscle adulte. Apres une
blessure, I’immunoréactivité de la galectin-1 est augmentée dans le cytoplasme des cellules
satellites activées. Puis, les myoblastes différenciés perdent I’immunoréactivité de la galectin-
1 (Kami and Senba, 2005). Il a été proposé que cette protéine est un nouveau facteur
permettant a la fois la fusion des myoblastes et la croissance axonale suivant la blessure
musculaire, et régule la croissance des myotubes durant la régénération du muscle
squelettique (Georgiadis et al., 2007; Kami and Senba, 2005).

1.2.3 Roles des facteurs sécrétés dans la régénération musculaire.

La réparation du muscle squelettique est un mécanisme impliquant I’activation des cellules
satellites quiescentes pour qu’elles proliferent et se différencient. Cette activation nécessite le
controle de la régulation de facteurs de transcription musculaires et de genes spécifiques du
muscle. Différents facteurs de croissance secrétés sont importants pendant ce processus
(figure 5). Les blessures musculaires entrainent la libération de molécules actives dans
I’espace extra-cellulaire. Ces molécules doivent &tre endogenes aux tissus blessés ou étre
synthétisées et secrétées par d’autres types cellulaires au niveau du site de la plaie, comme les
neutrophiles ou les macrophages. Tous ces facteurs jouent un role dans les différentes étapes
de la régénération musculaire.
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1.2.3.1 Facteur de croissance hépatocytaire (HGF)

HGF est un facteur protéique lié a la matrice extracellulaire dans le muscle et libéré en
réponse a une blessure. Son activité mitogénique (prolifération cellulaire), motogénique
(migration cellulaire) et morphogénique (différenciation cellulaire) sont essentiels pour la
régénération musculaire (Miller et al., 2000). HGF permet aux cellules satellites quiescentes
d’entrer dans le cycle cellulaire (Leshem et al., 2000). Il y a deux théories a propos de son
action : (1) HGF activerait la protéine kinase p38 activée par un mitogene (MAPK) et la
kinase 3-phosphatidylinositol (PI3K) (Shi and Garry, 2006); (2) HGF dérégulerait
I’expression de la cavéoline-1 qui conduirait a I’augmentation de 1’expression de la voie de
signalisation ERK qui est nécessaire pour 1’activation des cellules satellites (Volonte et al.,
2005). 1l a également été proposé que HGF inhibe la différentiation des cellules progénitrices
myogéniques (Miller et al., 2000), en régulant les protéines Twist et p27. Quand les cellules
satellites proliférent, le niveau de p27 augmente jusqu’a un seuil. Les cellules sortent alors du
cycle cellulaire, dérégulent 1’expression de Twist et se dédifférencient. HGF induit Twist et
réduit I’expression de p27 et ces régulations sont nécessaires pour I’inhibition de la
différentiation par HGF (Leshem et al., 2000). In vitro, il a été montré que la liaison de HGF a
son récepteur, c-met, entraine une diminution de ’expression de MyoD et myogénine et
inhibe la synthese de protéines de structure spécifiques du muscle (MHCs) et la formation de
myotubes (Anastasi et al., 1997). HGF peut stimuler la migration de cellules satellites ou des
cellules progénitrices myogéniques vers le site de la blessure grace a 1’activation de la voie de
signalisation Ras-Ral ou ERK (Chargé and Rudnicki, 2004). HGF est produit et libéré
pendant la régénération des myotubes (Sheehan et al., 2000). Au cours d’une blessure, il est

30



Introduction

également libéré de la matrice extracellulaire par un mécanisme NO-dépendant (Shi and
Garry, 2006). C-met est un récepteur tyrosine-kinase exprimé sur les cellules satellites
quiescentes du muscle squelettique. Sa présence est importante au cours de la formation du
muscle pendant ’embryogénése mais également pendant sa réparation aprés une blessure
(Anastasi et al., 1997).

1.2.3.2 Facteurs de croissance des fibroblastes (FGF)

FGF-6 appartient a la famille des cytokines qui contrdlent la prolifération cellulaire, la
différentiation cellulaire et les évenements morphogéniques. Plusieurs membres de la famille
FGF sont exprimés dans le muscle squelettique en développement mais seul FGF-6 participe a
la réparation musculaire (Floss et al., 1997; Kastner et al., 2000). Le haut niveau de FGFs
libéré pendant 1’inflammation aprés une désorganisation du tissu, induit la prolifération des
cellules satellites et est responsable du chimiotactisme des cellules progénitrices musculaires
(Husmann et al., 1996). FGF-6, dont I’expression est stimulée aprés une blessure (Shi and
Garry, 2006), induit des changements morphologiques, modifie 1’adhésion des cellules
satellites et compromet leur habilité a se différencier en myotubes (Dusterhoft and Pette,
1999). Comme les autres FGFs, FGF-6 posséde une activité angiogénique. FGF-6 stimule la
prolifération des cellules satellites et induit ’expression de geénes nécessaires pour leur
différenciation terminale, comme MyoD et myogénine (Floss et al., 1997; Kastner et al.,
2000). FGF-1 exerce un rdle paracrine de ce facteur dans les phases précoces de la
régénération musculaire (Husmann et al., 1996). FGF-2 régule I’activité des cellules satellites
pendant la régénération musculaire, en induisant leur entrée dans le cycle cellulaire, mais son
role mitogénique est limité aux premiers jours apres la blessure. Les FGFs transmettent leur
signal via leur récepteur tyrosine-kinase transmembranaire FGFR. FGFR1 semble réguler la
prolifération des cellules satellites, alors que FGFR4 est impliqué dans leur différentiation
(Kastner et al., 2000). FGF-2 peut intéragir avec d’autres facteurs de croissance pour stimuler
la synthese et la sécrétion du facteur de croissance nerveux. FGF-5 est un facteur de survie
dérivé du muscle pour les cultures de motoneurones spinaux, important pour la ré-innervation
pendant la régénération du muscle. FGF-6 est exprimé dans le muscle adulte et pendant
I’embryogénese. FGF-7 régule la division et la différenciation des myoblastes dans le
développement des myotubes, et est actif pendant le développement précoce de la
musculature des membres (Husmann et al., 1996). FGF-6 agit en stimulant I’entrée des
cellules satellites dans le cycle cellulaire, plutét qu’en augmentant I’expression de MyoD.

1.2.3.3 IGF

L’hormone de croissance (GH) agit directement sur le muscle squelettique pendant la
régénération. Son récepteur est présent, mais il est plus difficile de montrer une fixation
directe de GH aux cellules musculaires (Florini et al., 1996). A I’inverse, le role d’IGF dans la
réparation musculaire est évident. IGF-I est connu pour induire I’hypertrophie musculaire en
augmentant la taille des myotubes et la synthése protéique (Bark et al., 1998; Pelosi et al.,
2007). 1l cause également des changements biochimiques comme [’activation d’enzyme et
augmente la glycolyse anaérobie (Bark et al., 1998). De plus IGF-I permet la croissance
musculaire en inhibant la dégradation protéique et en supprimant I’expression de deux ligases
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relatives a I’atrophie du muscle, Murfl (Muscle Ring Finger 1) et atrogine-1 (Bodine et al.,
2001a; Sacheck et al., 2004). Donc IGF-I prévient la perte de masse musculaire et contribue a
I’augmentation de la force musculaire (Adams and McCue, 1998; Pelosi et al., 2007). Pendant
la régénération, IGF-I stimule la prolifération et la différentiation des cellules musculaires
(Engert et al., 1996; Florini et al., 1996; Hirata et al., 2003). IGF augmente le potentiel de
différentiation des cellules satellites (Chakravarthy et al., 2000), en augmentant 1’expression
de médiateur intracellulaire comme la cycline-D (Chakravarthy et al., 2000; Philippou et al.,
2007). 1l stimule également la différentiation terminale en induisant 1’expression de la
myogénine (Florini et al., 1996). IGF-I augmente la prolifération, puis induit la différentiation
des cellules satellites (Engert et al., 1996). Il existe différentes isoformes d’IGF-1. IGF-IEc est
rapidement activé et ensuite diminué dans le muscle endommagé. Cette isoforme est
responsable de D’activation des cellules satellites, de leur prolifération et diminue leur
différentiation terminale en myotubes. IGF-IEa augmente I’index mitotique, augmente la
différentiation terminale et permet la fusion des cellules myogéniques. Ces deux isoformes
permettent 1’augmentation de la synthese protéique (Hill and Goldspink, 2003; Yang and
Goldspink, 2002). 11 a été montré qu’IGF-I permet de réduire la fibrose et de moduler la
réponse inflammatoire suite a une blessure en dérégulant les cytokines pro-inflammatoires
(Pelosi et al., 2007). Le role d’IGF-II dans la réparation musculaire est peu étudié. IGF-I et
IGF-II sont exprimés a des stades différents de la régénération, IGF-I étant exprimé avant
IGF-II (Hayashi et al., 2004). Il semble donc qu’IGF-I et IGF-II ont des effets différents sur
I’expression des geénes, et IGF-II semble étre lié a la formation des myotubes (Levinovitz et
al., 1992).

1.2.3.4 TGFp (Transforming Growth Factor)

TGFp;, TGFB, et TGFs font partis de la famille des TGFfs, une petite famille de facteurs de
croissance multifonctionnels. Leur caractéristique commune est leur capacité a se lier aux
protéines extracellulaires et d’étre stockées dans la matrice extracellulaire jusqu’a leur
activation par un processus physiologique comme la cicatrisation des plaies (Casar et al.,
2004). Apres une blessure, TGFf est libéré par la dégranulation des plaquettes au niveau du
site de la blessure et auto-induit sa propre production par les cellules résidentes. TGFps est
synthétisé par les myoblastes et inhibe la différentiation myogénique. Apres la dénervation et
I’ischémie du muscle squelettique, TGF,; et TGFBs; sont exprimés par le muscle en cours de
régénération durant les premiers jours apres le traumatisme (Husmann et al., 1996).

In vitro, TGFp peut ralentir la prolifération des cellules satellites et leur différenciation de
facon dose-dépendante (Allen and Boxhorn, 1987). TGFP est également connu pour réguler la
réponse immunitaire et la survie des motoneurones apres une blessure (McLennan and Koishi,
2002). 11 stimule la syntheése de fibronectine, de collagene, de protéoglycane, de nouvelles
protéines de la matrice et il induit I’angiogénese. TGFf3, régule le lieu et le moment ou les
myoblastes fusionnent et TGFP; permet la différenciation des fibroblastes et permet
I’inhibition du développement myogénique, régulant ainsi la formation de 1’épimysium et du
périmysium (McLennan and Koishi, 2002). Les TGFfs influencent la réorganisation de la
matrice extracellulaire tout au long de la régénération musculaire. Ils sont responsables de la
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reconstruction de la membrane basale et de la matrice extracellulaire qui entourent les
myofibres endommagées et les cellules satellites activées (Husmann et al., 1996).

1.2.3.5 Myostatine (Mstn)

La Mstn, un membre de la famille TGFp, joue un réle important dans la régulation de la
croissance du muscle squelettique. Les souris mutantes Mstn”™ ont une large augmentation de
la masse musculaire (Lee and McPherron, 2001), avec une augmentation de la taille et du
nombre de fibres. Mstn est donc un régulateur négatif du développement musculaire et de la
régénération (Zhu et al., 2004). 1l est exprimé durant I’embryogénese et dans le muscle
squelettique adulte. La Mstn est exprimée dans les fibres nécrotiques et les tissus conjonctifs
pendant la phase de dégénérescence durant la réparation musculaire. Les myotubes qui
régénerent ne contiennent pas de Mstn pendant leur élargissement et la fusion (Kirk et al.,
2000). Ainsi, la Mstn agit comme un inhibiteur de la croissance musculaire probablement en
réprimant la prolifération des cellules satellites pendant la régénération musculaire. In vitro, il
a été montré que la Mstn inhibe la prolifération cellulaire et la synthese protéique des cellules
C2C12 (Taylor et al., 2001), aussi bien que I’expression de MyoD et Pax3 (Langley et al.,
2002), tandis qu’il stimule I’expression de geénes prenant part dans la protéolyse médiée par
I’ubiquitine.

1.2.3.6 Facteur de nécrose tumorale a: TNFo.

L’inflammation est une réponse clée a la blessure musculaire, et elle est essentielle a la
régénération musculaire. TNFa, produit par les leucocytes activés, joue plusieurs role dans
I’inflammation, comme [’activation et le chimiotactisme des leucocytes, I’expression des
molécules d’adhésion et la régulation de la sécrétion d’autres cytokines pro-inflammatoire
(Collins and Grounds, 2001; Warren et al., 2002). TNFa semble contribuer a la perte des
protéines musculaires pendant la phase de dégénération du processus de régénération
musculaire. TNFa permet 1’activation du facteur nucléaire kB (NF-kB), un facteur de
transcription qui, une fois activé, altére 1’expression des genes et cause la protéolyse dans les
cellules du muscle squelettique. TNFa permet 1’expression d’atrogin-1, conduisant au
catabolisme des protéines musculaires qui est le résultat de I’activation de la voie
unbiquitine/protéasome dans les fibres musculaire, et qui est médié par la voie de
signalisation p38 MAPK (Bodine et al., 2001a; Li, 2003). Aprées la blessure musculaire, TNFa
est libéré par les macrophages infiltrants mais aussi par les fibres musculaires blessées
(Collins and Grounds, 2001). Son expression est élevée pendant la réparation et retourne a la
normale quelques jours aprés la blessure. Donc TNFo a un double réle pendant la
régénération musculaire : c’est un facteur de compétence (activant les cellules satellites pour
qu’elles entrent dans le cycle cellulaire) et un facteur de progression (permettant aux cellules
satellites de proliférer) (Li, 2003).

1.2.3.7 Interleukine-6 (IL-6)

I1-6 est la cytokine majeure impliquée dans la régulation du processus inflammatoire apres
une blessure musculaire (Gadient and Patterson, 1999). L’évolution de I’expression d’IL-6
pendant une blessure est la méme que TNFa in vitro (Warren et al., 2002). In vivo, IL-6 peut
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avoir des effets multiples sur la régénération musculaire : il peut étre un facteur qui induit la
protéolyse des myofibres endommagées et un signal de prolifération pour les cellules
satellites, pour remplacer le tissu musculaire détruit. Le muscle squelettique peut produire
I’IL-6 en réponse a un exercice, aussi bien qu’a I’inflammation ou a une blessure (Gallucci et
al., 1998; Kurek et al., 1996). 1I-1P est un possible régulateur de la production d’IL-6 dans les
myotubes, certainement en activant la voie de signalisation MAPK et NFkB (Luo et al.,
2003). L’epinephrine et TNFa contribue également a sa régulation (Frost et al., 2004;
Gallucci et al., 1998).

1.2.3.8 Facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF)

Il existe trois isoformes : PDGF-AA, -AB et -BB. Dans la régénération musculaire, seul
I’isoforme BB a un effet significatif. Les myoblastes se lient sélectivement a I’isoforme BB
provoquant une réponse mitogénique. Apres que PDGF soit relargué des vaisseaux 1€sés, des
plaquettes et des macrophages, il stimule I’angiogénese. Il entraine également la migration
cellulaire, incluant celle des cellules progénitrices du muscle adulte. PDGF est d’abord
relargué des plaquettes en dégranulation, puis il est relargué en infiltrant des macrophages
activés. C’est pourquoi le produit de la destruction des plaquettes stimule la régénération
musculaire (Husmann et al., 1996). PDGF ne stimule pas seulement la prolifération des
cellules satellites, il inhibe également leur différenciation, tandis qu’il est également
chimioattractant pour eux (Chargé and Rudnicki, 2004; Husmann et al., 1996; Shi and Garry,
2006).

Le muscle squelltique se forme au cours de I’embryogénese. Les mécanismes régulant sa
formation sont similaires a ceux nécessaire a la régénération musculaire apres une blessure.
Différents facteurs entre en jeu, aussi bien myogénique que non myogénique, faisant
intervenir les cellules souches du muscle.

Apres nous étre intéress€ au développement et au maintient du muscle squelettique, voyons
maintenant la structure du muscle squelettique.

1.3 Structure du muscle squelettique

1.3.1 Organisation anatomique du muscle squelettique.

Le muscle squelettique est constitué¢ de faisceaux musculaires formés d’un ensemble de
fibres musculaires. Les muscles sont insérés sur 1’os par des fibres de collagéne appelées
tendons constitués essentiellement de tissu fibreux, élastique et solide. Le muscle squelettique
est entouré de plusieurs couches de tissus conjonctifs, I’endomysium entoure chaque fibre
musculaire, le périmysium assemble les fibres musculaires en faisceau de fibres et
I’épimysium qui recouvre I’ensemble du muscle. Apres avoir traversé I’épimysium, les
vaisseaux sanguins donnent naissance a un fin réseau de capillaires qui rejoint le périmysium,
puis ’endomysium pour vasculariser chaque fibre musculaire. Les prolongements des nerfs
gagnent également le périmysium. Ils se finissent en arborisation dont les ramifications se
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terminent dans la jonction neuromusculaire pour innerver les différentes fibres musculaires
(figure 6).
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‘ Fibre (cellule) musculaire
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Figure 6. Anatomie du muscle squelettique strié.
D’apres la bibliotheque AFM.

1.3.2 Organisation cellulaire du muscle squelettique.

Chaque faisceau musculaire est formé d’un ensemble de fibres musculaires, appelé
myofibre. La fibre musculaire est une longue cellule cylindrique de diametre variant entre 10
et 100 um et sa longueur peut aller de plusieurs centaines de micrometre a plusieurs dizaines
de millimetres. Les myofibres sont entourédes d’une membrane plasmique appelée
sarcolemme. Une myofibre est un syncytium qui résulte de la fusion de plusieurs cellules au
cours du développement embryonnaire. Elle contient donc de nombreux noyaux
périphériques, juste en-dessous du sarcolemme. Le centre de la fibre est occupé par les
myofibrilles.

1.3.2.1 Les myofibrilles : I’appareil contractile.

Les myofibrilles sont les éléments contractiles de la fibre musculaire. Plusieurs
centaines de myofibrilles composent une fibre musculaire. En microscopie photonique, a fort
grossissement, elles apparaissent paralleles, orientées selon 1’axe longitudinal de la fibre
qu’elles parcourent sur toute sa longueur. Elles mesurent entre 1 et 3 um de diamétre et
occupent environ 80% du volume de la cellule. Les myofibrilles sont constituées de faisceaux
de myofilaments fins et épais qui sont les protéines contractiles du muscle squelettique.

1.3.2.1.1 Les filaments fins.

Les filaments fins sont principalement constitués d’actine et de protéines
régulatrices : la tropomyosine et la troponine. L’actine, une protéine globulaire (actine G) qui
se polymérise en double filet hélicoidal (actine F) nécessite 1’hydrolyse de I’ATP en ADP
pour sa polymérisation. La tropomyosine s’étend sous forme d’un dimere le long de I’actine et
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bloque les sites de liaison a la myosine en absence de liaison du calcium a la troponine
(Gordon et al., 2000).

1.3.2.1.2 Filaments épais.

La molécule de myosine compose majoritairement les filaments épais et est
constituée de deux chaines lourdes, d’un poids moléculaire de 200 KDa (MHC : Myosin
Heavy Chain) et de deux paires de chaines 1égeres ayant un poids moléculaire de 20 kDa
(MLC : Myosin Light Chain) (figure 5). La partie c-terminale de la chaine lourde est une
hélice o formée de méromyosine 1égere (LMM) et de méromyosine lourde (HMM). Cette
derniere est subdivisée en deux fragments : la téte globulaire (ou partie S1) qui porte I’activité
ATPasique et qui se lie a I’actine, et la queue (ou partie S2), une région flexible, et permet de
lier des molécules de myosine ensemble pour former les filaments épais (figure 7) (Craig and
Woodhead, 2006).

Les chaines 1égeres contiennent deux chaines phosphorylables (chaines régulatrices), et deux
autres chaines non phosphorylables (chaines essentielles). Une chaine régulatrice et une
chaine essentielle sont associées a chaque téte de myosine (figure 7). Les domaines de chaines
légeres régulent 1’activité contractile soit par la phosphorylation des chaines 1égeres
régulatrices, soit en liant le calcium. Les molécules de myosines sont assemblées de facon a
ce que les tétes de myosine soient dans des directions opposées. Les filaments fins et épais
sont placés cote a cOte dans un sarcomere afin de pouvoir interagir, ce qui résultera en une
contraction musculaire.

i HMM

A
v

Chaines
lourdes

Chaine légere
légere régulatrice

essentielle

Figure 7. Représentation schématique de la molécule de myosine.
Les chaines lourdes sont représentées en vert et rouge, les légeres en jaune et bleu. HMM:
méromyosine lourde, LMM : méromyosine légere. Modifiée de (Craig and Woodhead, 2006).

1.3.2.1.3 Le sarcomere.

L’aspect strié¢ du muscle squelettique résulte de la disposition des filaments fins et
épais entre eux. La ligne Z est I’extrémité ou se rejoignent les filaments fins d’actine. Un
sarcomere est la partie comprise entre deux lignes Z voisines. La figure 8 montre la
nomenclature des différentes bandes d’un sarcomere. Les bandes A et I doivent leur nom a
leur propriété biréfringente en microscopie électronique, la bande I étant isotrope et la bande
A anisotrope. La zone H, est une partie de la bande A ou les filaments épais et fins ne se
superposent pas. Au centre cette zone, la ligne M est la région des filaments épais dénuée de
projection de téte de myosine (Craig and Woodhead, 2006).
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Figure 8. Disposition des filaments fins et épais dans un sarcomere.
D’apres (Jones, 2005).

1.3.2.2 Le cytosquelette non contractile.

Les cytosquelettes péri-sarcomérique, inter-myofibrillaire et sous-sarcolemmal composent le
cytosquelette non contractile. Les cytosquelettes endo et exo sarcomériques permettent le
maintien de I’architecture des myofibrilles et de relier les myofibres adjacentes entre elles. Le
cytosquelette sous-sarcolemmal connecte ’appareil contractile au sarcolemme et de facon
indirecte a la matrice extracellulaire (Berthier and Blaineau, 1997). Le cytosquelette non
contractile coordonne la contraction dans I’ensemble de 1’appareil contractile en assurant la
liaison entre les myofibrilles. Il renforce également la résistance de la structure cellulaire a la
contraction en liant les myofibrilles a 1a matrice extracellulaire.

1.3.2.2.1 Le cytosquelette endosarcomérique.

A Dintérieur des sarcomeres, on retrouve la titine et la nébuline. La titine, protéine géante
d’environ 1 pm, court de la ligne Z a la ligne M. La phosphorylation de la téléthonine par la
titine, lui confere un role dans la réorganisation du cytosquelette pendant la myofibrillogénese
(Mayans et al., 1998). La titine procure également une stabilité longitudinale au sarcomere en
opposant une résistance en cas d’étirement excessif. La myomésine permet de relier la titine
aux filaments épais (Schoenauer et al., 2005). Au niveau de la ligne Z on retrouve également
la myotiline, qui lie les filaments d’actine et contribue ainsi a la stabilité des sarcomeres
(Salmikangas et al., 2003). La nébuline est liée a I’actine pres de la ligne Z. Elle régule
I’interaction actine-myosine en inhibant D’activit¢ ATPase d’une maniere calcium-
calmoduline sensible (Root and Wang, 1994) (figure 9).
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Figure 9. Schéma représentant la structure de la ligne Z.
D’apres (Ochala et al., 2009)

1.3.2.2.2 Le cytosquelette exosarcomérique.

Il est composé d’actine y non contractile et de filaments intermédiaires de desmine (Clark et
al., 2002). La desmine est concentrée autour de la ligne Z dans 1’espace myofibrillaire et
établie ainsi un lien entre les myofibrilles adjacentes. Elle permet de coordonner la
contraction des différentes myofibrilles. La vimentine, la nestine, la synémine et la
paranémine interviennent également dans la composition des filaments intermédiaires, mais
leur r6le est moins bien établi.

1.3.2.2.3 Le cytosquelette sous-sarcolemmal.

Les protéines du cytosquelette sous sarcolemmal sont concentrées au niveau des jonctions
neuromusculaires, des jonctions myotendineuses et des costameres, domaines sous
membranaires spécifiques, discontinus et a répartition réguliere. La fonction des protéines du
cytosquelette sous-sarcolemmal est I’ancrage de ’appareil contractile au sarcolemme et a la
lame basale, ce qui va permettre la transmission de force a la matrice extracellulaire et le
maintien de I’intégrité du sarcolemme lors de la contraction (Pardo et al., 1983; Porter et al.,
1992).

Ces protéines peuvent étre classées en trois groupes en fonction des interactions physiques
quelles établissent entre elles : les intégrines, les spectrines et le groupe dystrophine/DAG
[Dystrophine Associated Glycoprotein (Berthier and Blaineau, 1997)]. Des défauts de ces
protéines sont a 1’origine de myopathies chez I’homme. L’absence de la dystrophine, par
exemple, est la cause de la myopathie de Duchenne (Wang et al., 2009b).

1.3.2.3 Le réticulum sarcoplasmique et les tubules T.

Le réticulum sarcoplasmique (RS) est le sac membraneux, dont I’intérieur est séparé du
cytoplasme de la fibre, qui enveloppe chaque myofibrille. Ce systtme membraneux a pour
fonction la régulation intracellulaire du calcium et participe au controle de la contraction
musculaire. Les portions proches des tubules T sont appelées citernes internes. Les tubules T
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sont des portions de membrane plasmique de la fibre, appelé sarcolemme, qui s’invaginent et
qui courent transversallement le long de la fibre, formant un réseau complexe de branches qui
entrent en contact et entourent généralement chaque myofibrille.

La zone de rencontre entre le tubule T et le réticulum sarcoplasmique, ou les membranes sont
proches 1’'une de I’autre, est appelée triade (figure 10).

Disque Z Ligne M Disque Z
Triade . ¢ g
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Mitochondrie

o |
/e ;a.r*.‘f'__—f./fe ;

Myofibrille

Réticulum

sarcoplasmique
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Tubule T
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Figure 10. L’organisation de la triade.
Adapté de (Al-Qusairi and Laporte, 2011).

1.3.3 Controle du processus contractile.

Le controle de la force est précis. La machinerie contractile est activée et désactivée
rapidement afin de permettre des mouvements coordonnés complexes.

1.3.3.1 Unité motrice et jonction neuromusculaire.

Chaque fibre musculaire mature est innervée par un seul axone. Le motoneurone o innerve
plusieurs fibres musculaires via des branches axonales et toutes les fibres musculaires
innervées par un méme motoneurone forment une unité motrice (figure 11).

1.3.3.2 Le potentiel d’action.

Les potentiels d’action qui arrivent au niveau de la terminaison axonale entrainent 1’ouverture
des canaux calciques voltage dépendants. L’afflux de calcium entraine la fusion des vésicules
synaptiques contenant 1’acétylcholine (ACh), puis la libération de leur contenu dans la fente
synaptique. La quantit¢ d’ACh libérée d’une seule vésicule est appelée quantum. Les
récepteurs a I’ACh se trouvent a la surface de la membrane post-synaptique. La liaison de
I’ACh a son récepteur entraine la dépolarisation de la membrane de la fibre musculaire et la
propagation de cette dépolarisation est dépendante de la quantité d’ACh libérée dans la fente
synaptique. Un seul quantum d’ACh produit une dépolarisation de la membrane appelée
potentiel de plaque motrice miniature. Si la dépolarisation est importante, c'est-a-dire si la
quantité d’ACh libérée atteint un certain seuil, il y aura naissance d’un potentiel d’action.
C’est I’entrée massive d’ions Na* a I’intérieur de la cellule qui entraine la dépolarisation de la

39



Introduction

membrane (Stephenson, 2006). La cholinestérase, enzyme responsable de I’hydrolyse de
1I’ACh en choline, est présente dans la fente synaptique. La choline libre sera captée au niveau
de la terminaison axonale puis re convertie en ACh par la choline acétyltransférase (figure
11). Les potentiels d’action qui naissent a la jonction neuromusculaire se propagent le long de
la fibre et, a I'intérieur de celle-ci, le long des tubules T. La membrane du tubule T se
dépolarise et la membrane de surface se repolarise lorsque le potentiel d’action traverse
I’intérieur de la fibre.

Figure 11.Naissance d’un potentiel d’action.

Les vésicules synaptiques fusionnent pour libérer I’ACh dans la fente synaptique ou il se fixe alors sur
ses récepteurs (RAch) sur la membrane de la fibre musculaire. Cette liaison entraine I'ouverture des
canaux Na’ et I'entrée du Na* dans la cellule provoque une dépolarisation de la membrane
musculaire. D’apreés la bibliotheque AFM.

1.3.3.3 Le couplage excitation-contraction.

Le potentiel d’action dans les tubules T active des récepteurs sensibles au voltage qui vont
entrainer la libération de calcium par la citerne terminale du réticulum sarcoplasmique dans le
cytosol. Ce mécanisme est appelé le couplage excitation-contraction.

1.3.3.3.1 Structure de la triade.

La triade est une structure membranaire composée d’un tubule T central entouré de deux
citernes terminales du réticulum sarcoplasmique. Le tubule T contient des canaux calciques
voltage dépendant de type L aussi appelés récepteur a la dihydropyridine (DHPR) dont
I’action est bloquée par le bloqueur de canaux calcique, la dihydropyridine (Miller, 1992).

40



Introduction

_— —
Récepteurala ———

Ryanodine
Récepteur ala

Dihydropyridine

® [+ &
_J S

/ Tubule T

Réticulum
sarcoplasmique

Figure 12. Agencement des récepteurs a la ryanodine et a la dihydropyridine au nivea de la triade.
Adaptée de (Jones, 2005).

La membrane du réticulum sarcoplasmique possede des récepteurs a la ryanodine (RyR),
appelé ainsi a cause de leur sensibilité a la ryanodine, un alkaloide d’origine végétale. Deux
DHPRs sur le tubule T font face a un RyR sur le réticulum sarcoplasmique [(Flucher et al.,
1993), figure 12]. La calsequestrine, la triadine et la jonctine sont trois autres protéines
présentent dans le réticulum sarcoplasmique jouant un rdle important dans le couplage
excitation-contraction. La calséquestrine, présente dans le lumen du réticulum
sarcoplasmique, lie le calcium (Rossi and Dirksen, 2006). La triadine et la jonctine sont deux
glycoprotéines structurellement similaires. Le récepteur a la ryanodine, la triadine, la jonctine
et la calsequestrine forment un complexe quaternaire par lequel la calsequestrine permet de
localiser une forte concentration de Ca®* prés de la face luminale du canal RyR grice i un
pont protéique formé par la jonctine et la triadine (Sorrentino, 2004).

1.3.3.3.2 Libération du calcium et contraction du muscle.

La sous-unité¢ al du DHPR détecte les changements dans le potentiel de membrane et répond
a la dépolarisation par un changement de conformation entrainant 1I’ouverture du RyR (Miller,
1992). Le calcium relargué par le réticulum sarcoplasmique se fixe a la troponine C,
provoquant un changement de conformation qui déplace la tropomyosine de sorte que les sites
de liaison a I’actine par la myosine soient découverts. Les ponts de liaison actine-myosine se
forment et la force est initiée.

Une fois la contraction terminée, le calcium se dissocie de la troponine et est repompé dans le
réticulum sarcoplasmique par un processus ATP dépendant. C’est la protéine appelée Sarco
(Endo) plasmique reticulum Ca** ATPase (SERCA), présente au niveau du réticulum
sarcoplasmique, qui permet la récupération du calcium. Cette protéine appartient a la famille
des ATPases de type P. Trois isoformes de la protéine existent : SERCA1 exprimée dans les
muscles squelettiques rapides ; SERCA?2 exprimée dans le cceur et les muscles squelettiques
lents et SERCA3 dans les cellules lymphoides et les cellules endothéliales (Rossi and
Dirksen, 2006). Deux ions Ca®* sont pompés par le réticulum sarcoplasmique en échange de
deux ou trois ions H+ lorsqu’une molécule d’ATP est hydrolysée (Yu et al., 1993).

1.3.4 Propriétés des fibres musculaires.

Plusieurs types de muscles composent la musculature du corps. Certains, comme le muscle
soléaire, ont une apparence rouge, alors que d’autres, comme le quadriceps, ont une apparence
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blanche. Chaque muscle squelettique est caractéris€é par les fibres musculaires qui le
composent et qui different dans leurs propriétés contractiles et métaboliques. Il existe
plusieurs classifications pour les répertorier. La premicre utilisée se base sur l’activité
ATPasique des fibres et proposent un classement selon leur vitesse de contraction.
L’incubation des fibres a différents pH selon la méthode de Brooke et Kaiser a permis de les
classer en trois catégories : les fibres de type I a contraction lente et le fibre de type IIA et I1IB
a contraction rapide (Brooke and Kaiser, 1970). Peter et collaborateurs ont, quant a eux,
combiné la révélation du type contractile par I’activité ATPasique, avec le type métabolique
par I’analyse de I’activité¢ de la succinate déshydrogénase ou de la NADH déshydrogénase
(Peter et al., 1972). Les fibres de types I sont des fibres lentes a métabolisme oxydatif, les
fibres IIA sont intermédiaires a tendance rapide avec un métabolisme oxydo-glycolytique et
les fibres IIB sont rapides avec un métabolisme glycolytique. L’utilisation d’anticorps dirigés
contre les MHCs a permis de déterminer une quatrieme variété de fibres de type intermédiaire
appelé IID et IIX (Termin et al., 1989). Les types de fibres sont résumés dans le tableau 1.

Type de fibres I IIA | X | 1B
Contraction Lente Rapide
MHC I Ila | IIx | IIb
Activité ATPasique Faible Forte
Meétabolisme Oxydatif Oxydo-glycolytique Glycolytique
Résistance a la fatigue +++ ++ + +
Nombre de mitochondries +++ ++ + +

Tableau 1. Caractéristiques biochimiques, métaboliques et contractiles des différents types de
fibres.

Ces quatres types de fibres sont dites pures mais il existe également des fibres hybrides mises
en évidence par [utilisation d’anticorps anti-MHCs. Ces fibres peuvent exprimer
simultanément deux a quatre isoformes de MHCs différentes (Termin et al., 1989). Ces fibres
hybrident proviennent de la transition de I’expression des MHCs, qui se fait selon la
séquence : I, Ila, IId et IIb. Ces transitions ont lieu avec 1’age, sous I’influence de facteurs tels
que le régime alimentaire ou I’exercice (Pette, 1984; Peuker et al., 1999).

1.4 Propriété mécanique du muscle : production de la force.

1.4.1 Contraction musculaire.

La force de contraction musculaire dépend des conditions mécaniques dans lesquelles le
muscle est placé. On distingue trois types de contraction.

- contraction isotonique : le muscle se raccourcit ou s’allonge et développe une force
constante.

- contraction isométrique : a longueur constante le muscle développe une force. Cette
contraction est trés importante car c’est 1’état des muscles qui stabilisent les articulations
pendant que d’autres sont en mouvement.

- contraction auxotonique : la contraction s’effectue a charge et a longueur variable.
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1.4.2 Réponse musculaire et tétanos.

L’analyse de la réponse musculaire permet de comprendre le développement temporel d’une
force par le muscle. La réponse musculaire a un seul stimulus se traduit par un phénomene
¢lectrique correspondant au potentiel d’action et par un phénoméne mécanique correspondant
a la secousse musculaire avec une latence plus ou moins longue. Lors d’une secousse
musculaire, le potentiel d’action se propage apres I’application du stimulus en quelques
millisecondes, puis il y a une période de latence entre le potentiel d’action et I’apparition de la
réponse mécanique due au mécanisme de contraction. Puis il y a la période de contraction au
cours de laquelle apparait la réponse mécanique qui, aprés avoir atteint un maximum de
tension, se prolonge par un période de relaxation ou la force diminue et finit par disparaitre
(Jones, 2005). Les réponses impulsionnelles sont une succession de réponses mécaniques
induites en réponse a un train d’impulsion. Tant que la fréquence des impulsions reste basse,
les réponses impulsionnelles restent identiques et discernables. Mais lorsque les stimulations
sont suffisamment proches, c'est-a-dire que la fréquence est augmentée, on obtient une fusion
des secousses appelée tétanos qui est dit incomplet tant que la fusion est partielle (figure 13).
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Figure 13. Sommation des secousses et développement de la force.
Muscle gastrocnemien de souris, stimulation a 20, 30, 50 et 100 Hz.
D’apreés (Jones, 2005)

1.4.3 Les relations caractéristiques de la mécanique musculaire.

Le muscle est un systeme mécanique avec des composantes €lastiques et contractiles. Au
cours de son activité, la force développée par un muscle varie en fonction de sa longueur.
Lorsque le muscle est a sa longueur d’équilibre, sa force est optimale et elle diminue s’il est
raccourci ou étiré. Cette caractéristique fonctionnelle est due a 1’organisation structurale des
myofilaments des fibres musculaires. Les relations force-longueur et force-vitesse décrivent
les relations entre les grandeurs mécaniques et la force générée.

1.4.3.1 Relation force-longueur.

La force est développée par I'interaction des filaments d’actine et de myosine quand ils se
superposent. Ceci est la théorie des filaments glissants. Gordon et collaborateurs ont réalisé
des mesures chez la grenouille qui ont permis de comprendre la relation entre force et
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longueur du muscle. Aux courtes longueurs du muscle, la force est faible. Elle passe par un
maximum et diminue lorsque le muscle est étiré davantage (Gordon et al., 1966).

A
@
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1,5 2,0 2,5 3,0 35 4,0
Longueur du sarcomére (um)
R
- ——) 8,7—>
_— —_—

4+——22—p

Figure 14. Force isométrique en fonction de la longueur du sarcomere.
(A) Force produite par le muscle ; (B) Longueur des sarcomeres. D’apres (Jones, 2005).

Si on extrapole cette courbe a des longueurs supérieures, il est possible de prédire une valeur
pour laquelle aucune force n’est développée. Ceci correspond a la position ou les filaments
d’actine et de myosine ne se superposent plus, représenté sur la situation I de la figure 11. Du
coté droit de la courbe, la diminution linéaire de la force est proportionnelle au degré de
superposition des filaments fins et €pais, tandis que du c6té gauche, la force développée
décroit rapidement. Ceci est di au fait que les filaments fins se superposent les uns aux autres
au centre du sarcomere, alors que les filaments épais viennent au contact de la ligne Z
(situation IV sur la figure 14) (Gordon et al., 1966).

Le mécanisme des filaments glissants permet d’expliquer pourquoi la force développée est
proportionnelle a 1’étendu de la superposition de filaments. En effet, plus cette derniére est
grande, plus le nombre de tétes de myosine susceptibles d’interagir avec 1’actine est grand.

1.4.3.2 Relation force-vitesse.

La force dépend de la longueur des sarcomeres, mais également de la vitesse avec laquelle le
muscle se raccourcit. Quand la vitesse de raccourcissement d’un muscle augmente, la force
développée diminue rapidement et atteint une vitesse pour laquelle aucune force n’est
développée : c’est la force maximale de raccourcissement Vmax (figure 15). La force
isométrique correspond a la force pour un raccourcissement de vitesse nulle.
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Figure 15. Relation force-vitesse (trait plein) et puissance-vitesse (pointillé).

D’apres (Jones, 2005).

La puissance est le produit de la force et de la vitesse. La force est proportionnelle a la surface
de section transversale d’un muscle et la vitesse a la longueur. Donc la puissance est
proportionnelle au produit des deux, c’est le volume. Un muscle court et trapu aura une force
élevée mais une vitesse maximale de raccourcissement faible. Un muscle fin produit moins de
force mais se raccourcit rapidement. Si ces muscles ont le méme volume, ils auront la méme
puissance maximale. Cette derniere est obtenue a un tiers de la Vmax, donc si deux muscles
ont une puissance maximale identique, la vitesse pour laquelle elle est obtenue est différente.

1.4.4 Cinétique des ponts d’unions : Modeéle d’Huxley.

Le modele d’Huxley est fondé sur I’idée d’une téte de myosine flexible (Huxley and
Simmons, 1971). L’extension de la queue de myosine est déterminée par le déplacement du
site de liaison de 1’actine depuis la position d’équilibre x et par la rotation de la téte z (figure
16).

Filament épais

Filament fin
— X

Figure 16. Modeéle de la téte pivotante.

La téte de myosine se lie a I'actine a des angles (z) différents. La force dépend de la longueur x. Les
fleches indiquent les directions des mouvements relatifs des filaments fins et épais.

Modifié de (Huxley and Simmons, 1971).

La téte de myosine se lie a I’actine. C’est la rotation de la téte qui étend la portion S2 de la
myosine et produit la force. La transitions entre les points limites sont rapides, donc le modele
peut étre réduit a deux états : points attachés ou détachés (Huxley and Simmons, 1971).

1.4.5 Cycles des ponts d’union : biochimie de la production de force.

L’interaction entre 1’actine, la myosine et I’ATP se fait par étapes et les stades intermédiaires
sont mis en correspondance avec les différentes étapes mécaniques du cycle des ponts.
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Gordon et collaborateurs ont démontré un grand nombre d’étapes intermédiaires possibles
(Gordon et al., 2000). La figure 17 illustre les principales étapes de ce cycle.
Pi

_>1 _hl)
M.ADP.P; «—= AM.ADP.P; «—= AM.ADP

R | o

M.ATP (_i AMATP €e—— AM
5 ')

ATP

Figure 17. Etapes du cycle des ponts.

A. Actine, M. Myosine, AM. Acto-myosine. D’apres (Gordon et al., 2000).

La liaison de la myosine a l'actine est réversible (1) et donne la rigidité au muscle, mais ne donne pas
de force. L'initiation probable des changements qui résultent a la production de force, la rotation de
la téte S1 de la molécule de myosine, est le relargage de calcium a partir du complexe acto-myosine
(2). UADP est relargué a la fin de la phase de rotation (3) et le complexe acto-myosine peut fixer
I’ATP (4). La myosine, fixée a I’ATP, se détache de I'actine (5). Enfin, 'ATP est hydrolysée en ADP+Pi
par la téte de myosine (6) ce qui permet une nouvelle association avec une molécule d’actine
(Gordon et al., 2000).

1.5 Production d’énergie par le muscle squelettique.

Pour le muscle squelettique, 1'unité énergétique de base est I’ATP. Cependant, ’ATP
intramusculaire est faiblement concentré (environ 5-6 mmol/Kg de muscle). Au cours de
I’exercice, il doit donc étre synthétisé rapidement. L’ATP est fourni par la dégradation de
substrat de maniere anaérobie ou aérobie. Le métabolisme aérobie est privilégié au cours d’un
exercice d’endurance mais I’utilisation de ces deux métabolismes dépend du type d’énergie.

1.5.1 Meétabolisme anaérobie.

Pendant un exercice intense de courte durée, I’hydrolyse de la phosphocréatine et la
dégradation du glycogeéne en lactate sont les sources principales de production d’énergie.

1.5.1.1 Hydrolyse de la phosphocréatine.

La créatine peut étre obtenue par I’alimentation ou synthétisée a partir d’amino acide dans le
foie. La créatine circulante est absorbée par le muscle, ou elle sera phosphorylée par la
créatine kinase en présence d’ATP. Comme la concentration en phosphocréatine augmente
dans le muscle, I’interconversion de la phosphocréatine en ATP se fait rapidement. Au repos,
80% de la créatine est présente dans le muscle sous forme de phosphocréatine avec une
concentration cinq fois supérieure a la concentration d’ATP. La quantité d’énergie qui peut
étre obtenue a partir de la phosphocréatine est de courte durée. 15-20% de phosphocrétines
supplémentaires sont contenus dans les fibres rapides comparées aux fibres lentes (Soderlund
and Hultman, 1991).
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1.5.1.2 Utilisation du glycogeéne intramusculaire.

Chez les mammiferes, le muscle squelettique est le site de stockage principal du glucose sous
forme de glycogene. Les fibres musculaires posseédent différentes capacités de stockage. En
effet, les fibres glycolytique de type II ont un niveau de glycogene supérieur a celui des fibres
oxydatives de type L.

Au repos, le stockage de glucose sous forme de glycogene est stimulé par la

signalisation insulinique qui contrdle la captation du glucose sanguin par le muscle médié par
la translocation du transporteur GLUT4 (Insulin Responsive Glucose Transporter 4) a la
membrane plasmique (Tremblay et al., 2003). Le glucose est phosphorylé en glucose 6-
phosphate par I’hexokinase II et est converti en glucose 1-phosphate par la
phosphoglucomutase qui sera ensuite métabolisé pour la synthese de glycogene (Greenberg et
al., 2006).
Au cours d’un exercice, la captation du glucose sanguin par le muscle est favorisée par
I’AMPK (Protéine kinase activée par I’AMP), une sérine/thréonine kinase, activée par la
déplétion en ATP. Cette derniere va stimuler la translocation de GLUT4 a la membrane et par
conséquent la captation de glucose (Jorgensen et al., 2006). Puis le glucose et le glycogene
subissent une série de réactions conduisant a la formation de pyruvate (figure 18). Le
métabolisme anaérobie produit deux molécules d’ATP pour une molécule de glucose.
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Figure 18. Schéma de la glycolyse.

En conditions anaérobiques, la glycolyse génére un niveau d’énergie significatif et le
pyruvate produit est converti en lactate. La glycolyse anaérobie est un moyen efficace de
produire de I’énergie durant un exercice court et intense. Sous conditions aérobiques, le

pyruvate va subir une oxydation métabolique dans la mitochondrie.

1.5.2 Meétabolisme aérobie.

1.5.2.1 La mitochondrie.

Bactérie originellement indépendante, la mitochondrie est riche en composants biochimiques.
Son objectif majeur est la production d’énergie. Elle comporte plusieurs exemplaires de son
propre ADN (ADNmt) différents de I’ADN nucléaire (Wiesner et al., 1992). Les

mitochondries assurent 1I’approvisionnement cellulaire en énergie en plus d’autres rdles vitaux
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pour la cellule. Elles participent notamment a 1’homéostasie calcique, la régulation du pH
intracellulaire, a la synthése d’hormones stéroides et des hemes, ainsi qu’a la régulation de la
thermogénese. Elles sont un des principaux sites de production des radicaux libres.

1.5.2.1.1 Structure.

La mitochondrie contient une membrane externe, rigide et contenant un nombre important de
protéines qui vont permettre les échanges entre le cytosol et I’espace inter-membranaire de la
mitochondrie en formant des pores. Ces pores autorisent la translocation des protéines et
permettent les échanges de métabolites de petit poids moléculaire, via des porines.

La membrane interne, barriere entre le cytosol et la matrice mitochondriale, présente une
perméabilité réduite et sélective. Ceci va permettre de maintenir un gradient de concentration
pour les protéines, les ions et les métabolites. Les protéines constituant la chaine respiratoire
et les protéines découplantes (UCPs) sont ancrées dans la membrane interne. Les UCPs
permettent le passage de protons dans la matrice mitochondriale sans qu’ils contribuent a la
synthése d’ATP. La respiration mitochondriale découplée est un phénomene de fuite induisant
un découplage incomplet entre les phosphorylations et les oxydations. Une partie de 1’énergie
est ainsi perdue sous forme de chaleur (Lowell and Spiegelman, 2000).

1.5.2.1.2 Fonctionnement de la mitochondrie : la chaine respiratoire.

Différents complexes enzymatiques et des cytochromes constituent la chaine de transport des
électrons (figure 19).
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Figure 19. Représentation schématique de la chaine de transport des électrons.

Le NADH et le FADH, apportent les électrons dans la chaine respiratoire. Les électrons
passent par le complexe III pour étre utilisés au niveau du complexe IV pour former de 1’eau.
Le passage des électrons au travers de la chaine respiratoire va permettre le passage des
protons (H") dans I’espace intermembranaire. Il va se créer un gradient protonique permettant
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la synthése d’ATP au niveau du complexe V. Chaque complexe est constitué de plusieurs
sous-unités codées par le génome mitochondrial (ADNmt) ou par le génome nucléaire
(ADNn) (Smeitink et al., 2001).

La chaine de transport des électrons est composée de cinq complexes : Le complexe I (NADH
déshydrogénase), le complexe II (succinate déshydrogénase), le complexe III (ubiquinol
cytochrome ¢ réductase), le complexe IV (cytochrome c oxydase) et le complexe V (ATP
synthase). Chaque complexe est composé de sous-unités protéiques (Smeitink et al., 2001).
Lorsque les électrons passent contre le gradient électrochimique, de I’énergie est produite.
Cette énergie obtenue est utilisée pour transporter les protons contre le gradient de
concentration depuis la face interne vers la face externe de la membrane mitochondriale. Les
protons sont transportés de 1’intérieur de la mitochondrie vers les complexes I, III et IV. Les
protons vont repasser a I’intérieur de la mitochondrie au travers d’un pore dans le complexe
V. La synthése d’ATP a partir de I’ADP et du Pi va se faire grace a 1’énergie libérée.
L’oxygene doit étre présent en tant qu’accepteur terminal d’électrons pour que le flux
d’électrons au travers de la chaine de transport se poursuive. Les atomes d’oxygene réagissent
avec les protons pour former de I’eau.

1.5.2.2 Métabolisme des hydrates de carbone.

Le pyruvate issu de la glycose entre dans la mitochondrie. Il sera décarboxylé en oxaloacétate,
un intermédiaire du cycle de Krebs, ou subit la décarboxylation oxydative par la pyruvate
déshydrogénase (PDH) pour aboutir a la formation d’acétyl Co-A. L’acétyl co-A est le point
d’entrée des acides gras et des acides aminés dans le cycle de Krebs dont les réactions sont
résumées figure 20.

Pyruvate (C3)

- |-

C
Acide gras — > AcetyICoA

Oxaloacétate c. - “) Citrate

sy

Malate C,

Cs a- Cetoglutarate
TP
¢ C, (éj
Succinate .

Figure 20. Vue générale du cycle de Krebs.
D’apreés (Jones, 2005).

N

Les fibres oxydatives ont une capacité plus élevée a oxyder le pyruvate que les fibres
glycolytiques (Jackman and Willis, 1996; Ponsot et al., 2005).
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Une petite quantité d’énergie est produite par la phosphorylation des substrats dans le cycle de
Krebs. Néanmoins, la fonction la plus importante dans ces réactions est de générer des
intermédiaires (NADH, FADH2) qui fourniront des électrons a la chaine respiratoire.

1.5.2.3 Utilisation des acides gras.

Le muscle squelettique est le site principal de 1’oxydation des acides gras (AGs). Au repos ou
aprés une mise a jeun, les AGs sont la source d’énergie utilisée de manic¢re prédominante.
L’oxydation des AGs est augmentée lors d’un exercice de faible intensité et réduite lors
d’exercices de forte intensité. Les acides gras libres sont stockés dans le tissu adipeux sous
forme de triglycérides. Si les besoins énergétiques augmentent, les triglycérides sont
hydrolysés par la triglycéride lipase dans un processus appelé lipolyse. Ils sont ensuite
transportés par voie sanguine jusqu’au muscle squelettique par I’albumine. La lipolyse est
controlée hormonalement. L’épinéphrine la stimule, alors que I’insuline 1’inhibe.
Le transport des AGs au travers du sarcolemme se fait grice a des transporteurs. Les acides
gras sont activés par I’enzyme Acétyl Co-A synthétase (ou thiokinase) afin de former un
complexe acyl Co-A dans le sarcoplasme qui sera utilis€ pour la synthese de triglycérides
intramusculaires. Sous 1’influence de la carnithine palmitoyl-transférase I, localisée au niveau
de la membrane externe de la mitochondrie, il peut se lier a la carnitine. Cette liaison permet
de former I’acyl-carnitine qui est la premiere étape de transport des AGs dans la
mitochondrie. L’acyl-carnitine est transporté dans la matrice mitochondriale par la
carnitine/acylcaritine translocase localisée au niveau de la membraine interne de la
mitochondrie. Elle est a nouveau convertie en acyl-CoA par la carnitine palmitoyl transférase
IT dans la matrice mitochondriale (Jeukendrup, 2002). L’acyl-CoA entre dans la f-oxydation
et la carnitine libérée retourne dans le cytoplasme et redevient disponible pour le transport des
AGs.
La B-oxydation entraine la formation de ’acyl-CoA en acétyl-CoA par une suite de quatre
réactions.
- La déshydrogénation de 1’acyl-CoA
- L’action de la crotonase conduit au B-hydroxyacylCoA.
- B-hydroxyacylCoA sera déshydrogéné en présence de NAD.
- La coupure de la chaine carbonnée conduit a la libération d’acétyl-CoA qui peut entrer dans
le cycle de Krebs.

Le cycle de Krebs et la f-oxydation conduisent a I’oxydation des substrats qui entraine
la réduction de NAD" en NADH et du FAD" en FADH,. Ces intermédiaires fournissent les
électrons a la chaine respiratoire.

1.6 Contribution du muscle squelettique au développement du diabete de type
IL.

La signalisation insulinique stimule la captation de glucose dans le muscle squelettique. Le
récepteur a I’insuline est activé, ce qui va aboutir au recrutement de GLUT4 a la membrane
plasmique. Lorsque le muscle perd sa sensibilité a I’insuline, cela contribue au développement
du diabete de type II. En effet, des perturbations de la voie de signalisation de 1’insuline
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(Krook et al., 2000) et des défauts de recrutement de GLUT4 a la membrane dans le muscle
(Ryder et al., 2000) sont associé¢ a une résistance a 1’insuline. Hickey et collaborateurs ont
montré qu’il y a une corrélation entre la stimulation de la captation du glucose par 1’insuline
et le pourcentage de fibres lentes. Donc la diminution du nombre de fibres oxydatives est un
processus conduisant a une résistance a I’insuline (Hickey et al., 1995). Song et collaborateurs
ont montré que les fibres lentes oxydatives sont plus sensibles a I’insuline que les fibres
rapides glycolytiques (Song et al., 1999). La surexpression de la forme activée de la
calcineurine dans le muscle squelettique va induire une augmentation du nombre de fibres de
type I ce qui va entrainer une augmentation des niveaux du récepteur a I’insuline, d’AKT et
de GLUT4, conduisant a une amélioration de la sensibilité¢ a 1’insuline. De plus, lors d’un
régime alimentaire riche en graisse, ces souris sont protégées du développement d’une
intolérance au glucose (Ryder et al., 2003). Une voie non insulino-dépendante et impliquant
I’AMPK, régule le transport du glucose et le recrutement de GLUT4 a la membrane (Holmes
et al., 2004).

Chez des individus obeses, les muscles squelettiques présentent des capacités oxydatives
réduites avec une diminution du nombre de fibres de type I et une augmentation des capacités
glycolytiques (Hickey et al., 1995; Tanner et al., 2002).

Dans l'organisme, le muscle squelettique exerce deux rdles. Le premier est un role
mécanique. Si cette fonction est atteinte cela conduit a des pathologies graves telles que des
myopathies. Le second est un réle métabolique, qui une fois dérégulé peut conduire a des
désordres métaboliques comme le diabéte de type II ou I’obésité. Les récepteurs nucléaires,
membres de la famille des facteurs de transcriptions, sont des régulateurs majeurs du muscle
squelettique. Il est donc important d’étudier la fonction des récepteurs nucléaires dans le
muscle squelettique afin de pouvoir développer, a long terme, des composés pour le
traitement des différentes pathologies.
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2 Les récepteurs nucléaires.

Les récepteurs nucléaires (RN) forment une famille multigénique de facteurs de
transcription présents chez tous les métazoaires. Dans le génome humain, 48 genes ont été
identifiés (tableau 2), 49 chez la souris, 21 dans celui de Drosophila melanogaster et 270 chez
Caenorhabditis elegans (Robinson-Rechavi et al., 2005). Les RNs sont impliqués dans de
nombreux évenements physiologiques comme 1’embryogénese, la différentiation, 1’apoptose
et le métabolisme, en régulant la transcription d’une multitude de génes cibles (Gronemeyer et
al., 2004).

Les RNs se fixent a ’ADN et la plupart d’entre eux ont la capacité de lier spécifiquement
de petites molécules hydrophobes qui pénetrent ou sont synthétisées dans la cellule cible. Les
ligands, comme les hormones stéroides, les dérivés de la vitamine A, les hormones
thyroidiennes ou la vitamine D, agissent comme des signaux régulateurs qui modifient
I’activité transcriptionnelle des RNs. Pour la plupart de ces récepteurs, une interaction avec un
ligand est nécessaire a son activation. Cependant, il existe des récepteurs, appelés orphelins,
pour lesquels aucun ligand n’a été identifié. Grace a I’étude de la phylogénie et de la structure
des RNs, il a été montré que la capacité de liaison d’un ligand a été acquise par certains
récepteurs au cours de 1’évolution (Escriva et al., 2000).

La propriété des RNs a fixer des ligands affectant leur activité transcriptionnelle fait d’eux
des cibles pharmacologiques importantes pour le traitement de pathologies majeures comme
le cancer, le diabéte, 1’obésité ou le syndrome de résistance hormonale.
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Abréviati Sous
on du tvpe Nom complet du récepteur Ligand
récepteur P
TR o, p Thyroid hormone Receptor Hormones thyroides
RAR o, B,y |Retinoic Acid Receptor Acide rétinoique
Acid
Peroxisome Proliferator Activated| ) SIS,
PPAR a, B,y Receptor prostaglandines,
P thiazolidinediones
Rev-erb |a,p Rev-erb Orphelin
Cholesterol, sulfate de
ROR o, B,y |Retinoid related Orphan Receptor |cholesterol; acide
rétinoique; orphelin
Classe I [LXR a, B Liver X Receptor Oxystérols
- biliai
FXR a, p Farnesoid X Receptor aclee 1 e,
fexaramine; lanostérol
VDR Vitamn D Receptor Yltamlne , D’, 1,25-
dihydroxyvitamine D3
Xénobioti 16a-
PXR Pregnane X Receptor énobiotiques, 6o
cyanopregnolone
CAR Constitutive Androstane receptor efloblothues,
phénobarbital
HNF4 o,y Hepatocyte Nuclear Factor-4 Orphelin
RXR a, B,y |Retinoid X Receptor Acide rétinoique
TR2 Testicular Receptor 2 Orphelin
TR4 Testicular Receptor 4 Orphelin
TLL Telloid Like Orphelin
Ph ifi 1
PNR ototreceptor Specific Nuclear Orphelin
Classe receptor
1 COUP- Chicken Ovalbumine Upstream Orohelin
TFI Promoter Transcription Factor 1 P
COUP- Chicken Ovalbumine Upstream )
. Orphelin
TFII Promoter Transcription Factor 2
Eosinophil-Associated )
EAR2 hel
Ribonuclease 2 Orphelin
Eostradiol17p,
ER Est Recept
. a, B strogen Receptor Tamoxifene
lasse
Orphelin; DES, 4-OH
I ERR Est Related R t
a, B,y strogen Related Receptor Tamoxifene
GR Glucocorticoid Receptor Cortisol,
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dexamethasone, RU486

Aldosté ,
MR Mineralocorticoid Receptor ) OSIETOne
spirolactone
Progestérone,
PR Progesterone Receptor medroxyprogestérone
acétate RU486
Testostérone DHT
AR And t ' '
ndrogen receptor fAutamide
NGFI-B Nerve growth Factor 1B Orphelin
Classe |NURR-1 Nuclear Receptor Related 1 Orphelin
v Deri han R
NORI 1I\Ieuron erived Orphan Receptor Orphelin
Classe |SF1 Steroidogenic Factor 1 Orphelin
\Y LRH-1 Liver Receptor Homolog 1 Orphelin
S}iasse GCNF Germ Cell Nuclear Factor Orphelin
DSS-AHC critical regi he X
Classe 0| DAX-1 SS C critical region on the Orphelin
gene 1
SHP Short heterodimer partner Orphelin

Tableau 2. Classification des récepteurs nucléaires chez ’homme.

D’apreés (Germain et al., 2006).

2.1 Structure et organisation fonctionnelle des récepteurs nucléaires.

Les récepteurs nucléaires sont organisés en 6 domaines désignés de A a F de la partie
N-terminale a la partie C-terminale (figure 22) (Germain et al., 2006; Giguere et al., 1986).
Ces régions seront détaillées dans la partie consacrée aux androgenes.

Les RNs humains sont classés en 6 groupes basés sur des analyses phylogéniques et des
alignements de séquence (Tableau 2) (Escriva et al., 2000; Thornton and DeSalle, 2000).

A/B c D E F
DBD LBD I L lcooH
\
i
AF-2
AF-1
Liaison a 'ADN Liaison du ligand

Dimérisation Dimérisation

Domaine
charniere

NLS

Figure 21. Organisation structurale et fonctionnelle des récepteurs nucléaires.

Les régions les plus conservées parmi les membres de la famille multigénique des récepteurs

nucléaires sont les régions C (DBD) et E (LBD), impliquées dans la liaison a I’ADN et au ligand,
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respectivement. La séquence et la taille des régions A/B, D et F sont variables. La plupart des RNs ont
deux fonctions de transactivation : AF-1 (N-terminale, ligand indépendante) et AF-2 (C-terminale du
domaine E, ligand dépendante). Tous les récepteurs nucléaires possedent un signal de localisation
nucléaire (NLS) situé au niveau du domaine charniére.

2.2 Larégulation de la transcription des genes cibles par les RNs.
2.2.1 Meécanisme d’action.

En absence de ligand, les RNs sont localisés dans le cytoplasme ou dans le noyau.
Dans le cytoplasme, les RNs stéroidiens sont associés a un large complexe multiprotéique de
chaperonne, incluant Hsp90 et Hsp56 (Pratt and Toft, 1997). La liaison du ligand va induire la
dissociation du complexe, I’homodimérisation du RN et sa translocation dans le noyau, ou il
va activer la transcription de genes cibles. La plupart des autres RNs sont localisés dans le
noyau et liés a ’ADN en absence de ligands. En absence de ligands ou pour répondre a des
ligands antagonistes ou agonistes, ces RNs vont réprimer ou activer la transcription en
recrutant des complexes multiprotéiques au niveau du promoteur de leurs genes cibles.

Les RNs peuvent avoir des effets non génomiques, grace a des kinases qui vont activer
des cascades de signalisation a partir du cytoplasme. Ces effets non génomiques apparaissent
dans les minutes qui suivent 1’activation du RNs. De plus, I’inhibition de la transcription
(actinomycine D) ou de la traduction (cycloheximide), n’affectent pas ces voies de
signalisation, ce qui montre que ces activités sont indépendantes de 1’activité de facteur de
transcription des RNs. Ces activités sont décrites pour les récepteurs stéroidiens comme le
récepteur des glucocorticoides (RG), de la progestérone (RP), des cestrogénes (RE) et des
androgenes (RA) (Kousteni et al., 2001; Levin, 2008, 2014). Certains récepteurs nucléaires
peuvent également interagir avec d’autres facteurs de transcription comme AP-1 ou NF-«xB.
C’est le cas par exemple de RG. Les glucocorticoides exercent leur effet anti-inflammatoire
grace a I’inhibition de la voie NF-kB par leur récepteur RG (Reeves et al., 2012).

2.2.2 Les co-régulateurs

Les co-régulateurs sont des protéines qui interagissent avec les RNs et autres facteurs de
transcription dans la région régulatrice des genes cibles pour activer ou réprimer la
transcription (Glass and Rosenfeld, 2000; McKenna et al., 1999a; McKenna et al., 1999b).
Les co-régulateurs peuvent étre classés en deux groupes : les co-activateurs (famille p160,
CBP/p300) et les co-represseurs (comme SMRT) qui activent et répriment la transcription des
genes cibles, respectivement. Il existe également les co-intégrateurs qui facilitent 1’interaction
des RNs avec la machinerie transcriptionnelle. La décondensation de la chromatine par les co-
activateurs permet le recrutement de la machinerie transcriptionnelle basale. Les RNs
recrutent, via leur interaction avec les membres du complexe médiateur, TRAP/DRIP
(Thyroid Hormone Receptor-Associated protein / Vitamin D Receptor Interacting Protein). Ce
complexe permet 1’assemblage du complexe de pré-initiation et sert de pont moléculaire qui
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connectent les activateurs transcriptionnels ou d’autres éléments régulateurs a 1I’ARN
polymérase II (Lariviere et al., 2012).

La figure 22 schématise le recrutement des co-facteurs.
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Corepressors compiexes

Figure 22. Actions des récepteurs nucléaires.

A. Lorsque le ligand est absent, le récepteur est lié a son élément de réponse sur les génes cibles et
associé aux complexes répresseurs possédant une activité HDAC. La transcription des génes
cibles est réprimée.

B. La liaison du ligand entraine la dissociation des complexes répresseurs et le recrutement de
complexes activateurs ayant une activité HAT, HMT ou ATPase, ce qui va entrainer la
décondensation de la chromatine.

C. Le complexe activateur se dissocie aprés avoir été acétylé, diminuant sa capacité d’interaction
au RNs ou aprés sa dégradation par le protéasome. Les composants de la machinerie
transcriptionnelle sont recrutés et la transcription est activée.

D’apreés (Bastien and Rochette-Egly, 2004).

2.2.3 Les modifications post-transcriptionnelles des RNs.

L’activité post-transcriptionnelle peut étre modulée par différentes modifications post-
transcriptionelles, comme la phosphorylation, 1’acétylation, la sumoylation ou
I’ubiquitination.

Certains récepteurs sont phosphorylés par des kinases sur un résidu localisé dans les
domaines A/B, C et E. En générale, la phosphorylation stimule I’activité transcriptionnelle des
RNs en favorisant le recrutement des co-activateurs. Cependant, il a été¢ montré qu’elle peut
¢galement avoir un impact négatif sur I’activité des RNs en induisant leur dissociation de
I’ADN, en diminuant leur affinité de liaison pour le ligand ou en induisant la dégradation des
RNs (Rochette-Egly, 2003).
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L’acétylation sur les résidus lysines des RNs affectent négativement ou positivement
leur activité transcriptionnelle (Popov et al., 2007) et a été largement décrite pour les
récepteurs stéroidiens [revue (Faus and Haendler, 2006)].

La sumoylation, qui nécessite la liaison covalente de petits polypeptides appelés
SUMO (Small Ubiquitin-like Modifier) a un résidu lysine spécifique de la protéine cible,
affecte le potentiel de transactivation et I’habilité de liaison a I’ADN des RNs (Berrabah et al.,
2011). Ce mécanisme a également été largement décrit pour les récepteurs stéroidiens (Faus
and Haendler, 2000).

L’ubiquitination est la conjugaison de 1’ubiquitine, polypeptide de 76 acides aminés, a
un substrat. La mono-ubiquitination est impliquée dans la régulation transcriptionnelle, tandis
que la poly-ubiquitination entraine la dégradation protéique par la voie de signalisation
ubiquitine-protéasome. Plusieurs récepteurs nucléaires comme RE, RA, PPARa (Peroxysome
Proliferator activated Receptor alpha), RG, RARy, RXRa et TR sont régulés par le systeme
ubiquitine-protéasome (Baek and Rosenfeld, 2004).

En réponse a la liaison a I’hormone, les RNs régulent 1I’expression des génes cibles par
divers moyens impliquant le changement de compartiment cellulaire, 1’interaction avec
I’ADN et les co-facteurs, les modifications post-transcriptionnelles ou la communication avec
d’autres facteurs transcriptionnelles.
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3 Les androgenes et le muscle squelettique
3.1 Les androgenes.

Les androgenes sont des hormones stéroides, et la testostérone est 1’androgene circulant
majeur chez ’homme. Les cellules de Leydig du testicule synthétisent 95% de la testostérone
totale produite, ce qui représente environ 6 a 7 mg de testostérone par jour chez ’homme.
Une partie de la testostérone est également synthétisée par la zone réticulée de la cortico-
surrénale (Nieschlag E, 2004). Chez la femme, les androgenes sont synthétisés dans les
ovaires.

3.1.1 La biosynthese et sa régulation.

Les androgenes sont formés a partir du cholestérol, synthétisé de novo a partir de 1’acétate ou
extrait des lipoprotéines plasmatiques et des membranes cellulaires. Le cholestérol est
transporté vers la membrane des mitochondries par un mécanisme dépendant de 1’hormone
lutéinisante (LH) qui est régulé par une protéine de transfert, appelé protéine activatrice de la
stéroidogénese StAR (Steroidogenic Acute regulatory Protein) (Stocco and Clark, 1997).
L’étape limitante de la stéroidogénése est le transfert intra-mitochondrial du cholestérol. Une
fois dans la mitochondrie, le cholestérol est clivé en prégnénolone par le cytochrome p450scc
(side chain clivage - codé par le gene CYP11A) qui est la deuxieme étape limitante de la
stéroidogénese (figure 23). La prégnénolone inactivée, relarguée dans le réticulum
endoplasmique, est convertie en progestérone ou en 17a-hydroxyprégnénolone par la P450c;
codée par le gene CYPI7. La chaine latérale de cette dernicre sera clivée en
déhydroépiandrostérone ou en DHEA par la P450c;;. La DHEA est transformée en 5-
androstenediol par I’action de la 17B-hydroxystéroide déshydrogénase (173-HSD). Puis la 5-
androsténédiol est convertie en testostérone sous 1’action de la 3B-HSD. La pregnénolone
convertie par la 38-HSD en progestérone qui est ensuite hydroxylée par la P450c;; en 17a-
hydroxyprogestérone. Son clivage par la P450c;; aboutit a I’androstenédione. Enfin, la
testostérone est formée par I’action de la 17B8-HSD. Elle peut étre convertie en oestradiol par
la P450 aromatase et en dihydrotestostérone (DHT) par la Sa-réductase au niveau des tissus
cibles.
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Figure 23. La biosynthése des androgeénes.

La sécrétion de LH stimule la production d’androgenes par les cellules de Leydig. La LH est
une hormone produite par I’axe hypothalamo-hypophysaire. L’hypothalamus est responsable
de la sécrétion pulsatile de GnRH (Gonadotropin-Releasing Hormone) qui atteint I’hypophyse
via le systéme porte hypophysaire. L’adénohypophyse libére la LH et 1’homone folliculo-
stimulante (FSH), mais en moindre quantité. Cette production est également régulée par un
rétrocontrdle négatif. Si la testostérone est libérée en quantité trop importante, elle va inhiber
la sécrétion de GnRH au niveau de I’hypothalamus et celle de la LH au niveau de
I’hypophyse. Ceci va entrainer la diminution de sa propre production par les cellules de
Leydig (figure 24)

neurone séerétenr
hypothalamique = \_hlpﬂ’l/ﬁ -
[

rétroaction
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adénohypophysaire

cireulation circulation

pénérale
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Figure 24. Controle de la sécrétion de la testostérone par I’axe hypothalamo-hypophysaire.
D’aprés : D’aprés : http://www.snv.jussieu.fr/vie/dossiers/cybernetique/03homme.htm.

3.1.2 Le transport des androgeénes

Environ 60% des androgenes circulants est complexé avec la protéine de transport des
stéroides sexuels SHGB (Sex Hormone-Binding Globulin), une minorité est complexée a
I’albumine, et une faible partie est présente sous forme libre. La testostérone liée a la SHBG,
contrairement a celle liée a I’albumine, se dissocie difficilement et n’est pas directement
disponible pour les tissus. Une fois libérée, la testostérone peut diffuser librement au travers
de la membrane plasmique (Michels and Hoppe, 2008).
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3.1.3 Meétabolisme de la testostérone

Apres son entrée dans le cytoplasme d’une cellule cible, la testostérone peut se lier
directement sur le récepteur des androgénes (RA) ou étre convertie par la Sa-réductase en
DHT, métabolite plus actif. La testostérone est 10 a 12 fois plus présente dans la circulation
que la DHT, alors que la concentration de la DHT tissulaire locale est souvent plus élevée.

Le muscle est un tissu dépourvu de Sa-réductase, donc I’androgéne qui a un effet prédominant
dans ce tissu est la testostérone (Bartsch et al., 1980; Yarrow et al., 2012).

3.1.4 Catabolisme de la testostérone

La plupart des réactions cataboliques se font dans le foie, dans la prostate et la peau pour
avoir une ¢limination dans ['urine et par la peau. La testostérone induit les enzymes
hépatiques responsables de sa dégradation. Elle est convertie en DHEA
(déhydroépiandrostérone), androstérone et étiocholanolone, androgenes peu actifs qui seront
¢liminés dans ’urine et la bile.

3.1.5 Fonctions des androgenes.
3.1.5.1 La spermatogénese.

Pendant la puberté, la production d’androgenes, de LH et de FSH augmentent permettant la
formation de tubes séminiferes et la différenciation des cellules germinales en
spermatozoides. Pendant la vie adulte, les androgenes et la FSH agissent sur les cellules de
Sertoli dans les testicules pour permettre la production de spematozoides (Nussey and
Whitehead, 2001).

3.1.5.2  Inhibition d’un dépot de graisse.

Les hommes ont moins de masse grasse que les femmes. Les androgenes inhibent la capacité
de certaines cellules graisseuses de stocker des lipides en bloquant une voie de transduction
de signal qui prend en charge la fonction normalement adipocytaire (Singh et al., 2006).

3.1.5.3 La masse musculaire.

Les androgenes favorisent 1'élargissement de cellules du muscle squelettique et agissent sur
plusieurs types de cellules dans le tissu musculaire squelettique (Sinha-Hikim et al., 2004).
Des taux d'androgenes plus élevés conduisent a une augmentation de 1'expression du RA. La
fusion des myoblastes génere des myotubes, dans un processus lié aux niveaux de RA
(Vlahopoulos et al., 2005).

3.1.5.4 Le cerveau.

Les taux circulants d'androgenes peuvent influencer le comportement humain parce que
certains neurones sont sensibles aux hormones stéroides. Les taux d'androgenes ont été
impliqués dans la régulation de l'agressivit¢é humaine (Singh et al., 2006) et la libido. Les
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androgenes ont un effet positif sur la neurogeneése hippocampique chez les préadolescents qui
peut étre liée a des symptomes de dépression (Zhang et al., 2010).

3.1.5.5 Effets spécifiques sur les femmes.

Les androgenes auraient un effet sur la relaxation du myometre de fagcon non génomique,
indépendante de la voie de signalisation du RA, prévenant les contractions utérines
prématurées pendant la grossesse (Makieva et al., 2014).

Une grande partie de I’action des androgenes sur les tissus cibles est relayée par un récepteur
nucléaire, le récepteur des androgenes (RA).
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3.2 Lerécepteur des androgenes (RA).

Le RA appartient a la famille multigénique des récepteurs nucléaires et plus précisément a la
classe des récepteurs des hormones stéroidiennes, ou 1’on trouve également le récepteur aux
minéralocorticoides (RM), aux glucocorticoides (RG), des cestrogenes (RE) et de la
progestérone (PR). Le RA est codé par un gene localisé en position qll-12 sur le
chromosome X humain et possedent 8 exons (Galani et al., 2008). Il code pour une protéine
de 919 acides aminés et d’'une masse molaire de 110 kDa (Lubahn et al., 1988). Comme les
autres membres de la famille multigénique des RNs, le RA est constitué de régions
fonctionnelles majeures.

3.2.1 Ledomaine N-terminal : NTD.

La région A/B contient une fonction d’activation AF-1 qui, lorsqu’elle est isolée de la
région C-terminale du récepteur, peut agir de maniere ligand indépendante. Dans le contexte
du récepteur entier, son activité est contrdlée par la liaison du ligand au LBD.

Il existe deux unités de transactivation TAU-1 (101-370) et TAU-5 (360-485) au sein
de I’AF-1 du RA (Jenster et al., 1995). TAU-5 est un domaine autonome d’activation qui se
lie aux domaines riches en glutamine des protéines de la famille des co-activateurs p160.
L’affinité des motifs LXXLL des protéines p160 pour I’AF-2 du RA est faible donc TAU-5
est considéré comme le site d’interaction majeure avec les co-facteurs de la famille p160
(Christiaens et al., 2002). Une petite surface de composé de liaison adjacente a AF-2 a été
identifiée comme un modulateur allostérique de l'activité d’AF-2, et est appelée fonction de
liaison-3 (BF-3). Cependant, le role de BF-3 in vivo est actuellement inconnu (Jehle et al.,
2014).

Les interactions NTD-LBD sont essentielles pour la régulation des activités
transcriptionnelles du RA. Le LBD reconnait préférentiellement les motifs FXXLF, présents
au niveau N-terminal, aux motifs LXXLL présents chez les co-facteurs de la famille p160
(Centenera et al., 2008). Le motif FXXLF (433WHTLF437) présent dans TAU-5 est proposé
comme étant le site de liaison avec le RA-LBD mais ca contribution est peu claire (Claessens
et al., 2008; Van Tilborgh et al., 2013). Le motif FXXLF (*FQNLF”’) présent a I’extrémité
N-terminale semblerait étre le motif le plus important pour I’interaction NTD-LBD (He et al.,
2004).

Au sein du NTD, il existe des variations polymorphiques avec la présence de

nombreuses répétitions de glutamines (poly-Q, de 9 a 23 résidues avec une moyenne de 20),
de glycine (poly-G) et de proline (poly-P). Une expansion anormale du segment poly-Q est a
I’origine d’une maladie neurodégénérative, la maladie de Kennedy (Casella et al., 2001;
Kumar, 2012). De courtes répétitions de glycines pourraient également étre un facteur de
risque dans le développement de cancer (Ding et al., 2005). La longueur des répétitions poly-
Q entraine une modification de la structure du NTD du RA (Davies et al., 2008).
Le domaine N-terminal du RA est considéré comme le domaine majeur d’activation de
récepteur. La majorité des sites de modifications post-traductionnelles sont situés dans ce
domaine, donc ces modifications pourraient directement moduler les capacités de
transactivation du RA.
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Le domaine N-terminal du RA est représenté figure 25.

& Tau-1 & Tau-5 § III

Figure 25. Domaine N-terminale du RA.

FQNLF

Qn : répétitions de glutamines ; Pn : répétitions de proline ; Gn : répétitions de glycines. Modifié de
(Claessens et al., 2008).

3.2.2 Le domaine de liaison a ’ADN : DBD.

3.2.2.1 Structure.

Le domaine de liaison a ’ADN (DBD) est le domaine la plus conservé parmi les RNs. Les
RN fixent via ce domaine des séquences spécifiques de I’ADN appelées élément de réponse
aux hormones (excepté DAX1 et SHP qui ne possedent pas de DBD) (Ikonen et al., 1997). Le
DBD se compose d’une région tres conservée de 66 acides aminés, organisée en deux doigts
de zinc, deux hélices a et une extension COOH. Au niveau du premier doigt de zinc se situe la
boite P, ensemble des acides aminés essentiels pour la reconnaissance de I’ADN (Laudet,
1997; Zilliacus et al., 1994). Le second doigt de zinc est composé de résidus tres conservés
parmi les RNs et formant la boite D. Cette derniere est impliquée dans la dimérisation du
récepteur (figure 26). L’extension C-terminale (CTE) joue un rdle dans la reconnaissance de
1I’é1ément de réponse ou dans la dimérisation du récepteur.

Figure 26. Schéma du DBD du récepteur des androgeénes.
En vert, la boite P. En rouge, la boite D. CTE : extension carboxy terminale. D’aprées (Claessens et al.,
2008).

3.2.2.2 Eléments de réponse.

Les RNs reconnaissent des €léments de réponse, ou demi-site, qui dérivent d’une séquence
héxanucléotidique canonique 5’-PuGGTCA-3" (Pu= A ou G) (Aranda and Pascual, 2001).
Des mutations et des duplications ont généré des répétitions de ces sites, caractérisés par des
orientations et des polarités différentes. Certains récepteurs se lient sous forme monomérique
sur un demi-site héxamérique. La plupart se lie sous forme d’homo- ou d’hétérodimeres sur
ces demi-sites. Pour ces derniers, les demi-sites peuvent étre en palindrome, en palindrome
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inversé ou en répétitions directes et séparés par un nombre variable de nucléotides (figure 27)
(Aranda and Pascual, 2001).

Les acides aminés, constituant la boite P, essentielle a la reconnaissance de I’ADN, sont les
mémes pour le RA, le RG, le RM et le RP. Les récepteurs stéroidiens reconnaissent une
séquence consensus qui s’organise en répétition inversée de demi-site héxamériques et
espacés de trois nucléotides (IR3, inverted repeat 3) au niveau de I’ADN. 5°-
AGGTCAnnnTGACCT-3’ est la séquence consensus du RE. Pour le RA, RG, RP et RM la
séquence consensus est 5’-AGAACAnnnTGTTCT-3" (Germain et al., 2006). Les récepteurs
stéroidiens se fixent sous forme d’homodimere a ces séquences dans une configuration « téte-
béche » (figure 28).

Homodiméres Monoméres

K

—n— —
Palindrome

Hétérodimares

K K B4

)
- . Palindrome
directe inversé

Figure 27. Les différents éléments de réponse des RNs. D’apres (Aranda and Pascual, 2001).

Figure 28. Configuration du récepteur des androgénes aprés reconnaissance de son élément de
réponse. D’apres (Shaffer et al., 2004).

La spécificité de réponse est établie par le niveau d’expression des récepteurs stéroidiens dans
les tissus, de la structure de la chromatine et de la disponibilité des co-facteurs. Des AREs
spécifiques, non reconnus par les autres membres ont été dtablis. Il s’agit de répétitions
directes de deux demi-site hexamériques espacés de trois nucléotides, 5’-
TGTTCTnnnTGTTCT-3 appelés ADR3 (direct repeat 3) (Verrijdt et al., 2003). Les dimeres
de RNs reconnaissant ces séquences DR3 ont une conformation « téte-a-queue » sur ces sites.
En revanche, le RA se fixe dans une conformation « t€te-béche » sur les IR3 et les ADR3. Le
DBD du RA possedent des sites d’interaction supplémentaires qui vont permettre de stabiliser
le dimére et d’augmenter I’affinité du récepteur sur un site non consensus (Shaffer et al.,
2004). L’extension carboxy-terminale (CTE) du DBD serait importante dans la
reconnaissance de ADR3.
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1.2.2. Larégion charniere.

3.2.3 Larégion charniere.

Le DBD et le LBD sont séparés par une région charniere flexible. La séquence de cette région
charniere est peu conservée. Cependant cette région contient un signal de localisation
nucléaire (NLS) pour tous les RNs (Germain et al., 2006). Plusieurs modifications post-
traductionnelles, comme la phosphorylation du résidu sérine en position 650 par les MEKK
kinases et les acétylations des résidus lysine en position 630, 632 et 633 effectuées par les co-
facteurs p30/pCAF et Tip 60, ont lieu dans la région charniere du RA (Fu et al., 2000;
Gaughan et al., 2002; Gioeli et al., 2006). Ce domaine possede une séquence PEST qui est
impliquée dans I’engagement des protéines dans la voie de dégradation du protéasome 26S
(Tanner et al., 2004). Une partie de la région charniere est impliquée dans la liaison aux DR3
et dans la liaison des co-facteurs (Claessens et al., 2008). La région charniere sert
d’intégrateur de signaux venant de différentes signalisations qui exercent un rétrocontrole sur
I’activité du RA (Clinckemalie et al., 2012).

3.2.4 Le domaine de liaison au ligand : LBD.

Parmi les différents RNs, la structure tridimensionnelle des LBD est similaire. Le LBD est
constitué d’une surface de dimérisation permettant I’interaction avec le LBD du récepteur
partenaire, de la poche de fixation du ligand, d’une surface d’interaction avec les co-
régulateurs (co-activateurs, co-represseurs, protéines de choc thermique) et la fonction
d’activation AF-2 sur I’hélice H12. Cette fonction AF-2 relaye la transactivation de la
transcription de maniere ligand-dépendante. Les différentes structure de LBD disponibles
montrent un domaine globulaire adoptant un repliement similaire, composé de 12 hélices a
(H1 a H12) anti-paralleles disposées en trois couches, formant un sandwich d’hélices o et
d’un feuillet B de deux brins anti-parall¢les, entre 1’hélice HS et H6 (Moras and Gronemeyer,
1998; Wurtz et al., 1996). Le LBD du RA ne contient que 11 hélices a car I’hélice H2 est
absente (figure 29). Ce ligand posseéde la fonction d’activation AF-2 dépendante du ligand. La
poche du ligand est formée de 19 acides aminés principalement hydrophobes. Les résidus
ASn750, Arg779, His 874 et Thr877 sont directement impliqués dans la reconnaissance du
ligand (Poujol et al., 2000). L’intégrité du LBD est nécessaire pour la liaison du ligand, car de
nombreuses mutations sont associées a des syndromes d’insensibilité des androgenes et des
cancers de la prostate.

&’

H12 “~~. Flexible
m linker
Hn("\ ‘E {g He

Figure 29. LBD du RA humain. D’aprés (Tan et al., 2014).

Poche de
fixation du
ligand
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Lorsque le ligand se lie dans sa poche, il y a un changement de repliement de 1’hélice 12,
conduisant a la création d’une surface d’interaction protéine-protéine importante pour la
fonction AF-2. L’AF-2 reconnait les co-facteurs contenant un motif LXXLL, mais d’une
faible affinité concernant le RA. Le LBD interagit également avec le NTD grace aux motifs
décrits précédemment, ce qui permet une stabilisation du récepteur avec son ligand et avec
I’ADN. Pour tous les récepteurs stéroidiens, il existe une dimérisation via leur LBD qui a lieu
avant la liaison des récepteurs a I’ADN. Les motifs impliqués dans cette dimérisation sont
différents de ceux impliqués dans I’interaction NTD-LBD (Centenera et al., 2008).

3.2.5 Les modifications post-traductionnelles du récepteur des androgeénes.

La régulation de I’activit¢ du RA implique une série de modifications post-traductionnelles,
comme des phosphorylations, des acétylations et sumoylations. La plupart de ces
modifications ont lieu dans la région N-terminale du récepteur (figure 30), pour modifier
I’activité transcriptionnelle du RA [pour revue (Coffey and Robson, 2012; Gioeli and Paschal,
2012)].

919
LBD COOH

Figure 30. Schéma représentant les modifications post-traductionnelles du RA.

P : phosphorylation, SUMO-1 : sumoylation, Ac : Acétylation.

La phosphorylation du résidu sérine en position 94 est constitutive. D’aprés (Faus and Haendler,
2006).

3.3 Activités génomiques et non génomiques du récepteur des androgenes.

La liaison du ligand (Testostérone ou DHT), I’homodimérisation du récepteur des androgenes,
sa migration dans le noyau, sa liaison a ’ADN et I’activation de la transcription des geénes
cibles constituent la voie d’activation classique du RA (figure 31).

Les autres voies d’activation des androgenes sont qualifiées de non génomiques. Elles sont
réalisées par des voies de signalisation impliquant un RA « classique » (intracellulaire) (figure
31) ou par des modifications de la concentration intracellulaire en ions et des changements de
la fluidité membranaire (figure 32).

3.3.1 Actions des androgénes médiées par un RA classique.

Le RA peut interagir avec le domaine SH3 de la tyrosine kinase c-src lorsqu’il est associé a
son ligand (Migliaccio et al., 2000). Une cible de Src est la protéine adaptatrice Shc, qui
régule la voie des MAPK. L’activation de cette voie par c-Src entraine de nombreux
processus cellulaires comme la migration, la prolifération et la différentiation. Un traitement
androgénique stimule deux membres de la famille des MAPK, Raf-1 et ERK-2 (Kousteni et
al., 2001). L’induction de cette cascade de signalisation Src/Raf/ERK est abrogée par
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I’inhibition de c-Src et par un traitement anti-androgénique (Kousteni et al., 2001; Migliaccio
et al., 2000).
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Figure 31. Actions des androgénes médiées par un RA classique (intracellulaire).

I Les androgenes diffusent a travers la membrane plasmique, se lient et activent le RA qui
migre dans le noyau ou il se fixe sur I’ADN pour activer la transcription. C'est la voie de
signalisation classique des androgénes.

1. Pour activer la voie des MAPK et phosphoryler le RA et/ou ces co-activateurs, le RA associé a
son ligand interagit avec le domaine SH3 de la tyrosine kinase Src.

Il. Les androgénes se lient a la protéine de transport des stéroides (SHBG) pour activer le
récepteur SHBG-R, qui couplé a la protéine G va activer la PKA.

T. testostérone ; DHT. Dihydrotestostérone ; 5aR. Enzyme 5 alpha réductase ; AR. Récepteur des

androgénes; PKA. Protéine kinase A; GP. G-protéine; SH2. Src homology domain 2; SH3. Src

homology domain 3; PTK. Protéine tyrosine kinase; MAPK. Mitogen-activated protein kinase;

SHBGR. Protein homone-binding globulin receptor; cAMP. Cyclic adenosine monophosphate. D’apres

(Foradori et al., 2008).

Les MAPK peuvent modifier I’activité transcriptionnelle du RA en le phosphorylant
directement ou en phosphorylant ses co-activateurs (figure 31) (Foradori et al., 2008). La
plupart des androgenes circulants sont liés a la protéine SHBG (Sex Hormon-Binding
Globulin) qui peut également étre présente au niveau des membranes des cellules sensibles
aux androgénes comme les cellules de I’épididyme, du testicule, de la prostate, du muscle
squelettique, du foie, des neurones et des cardiomyocytes (Becchis et al., 1996; Caldwell et
al., 2003; Frairia et al., 1994; Herbert et al., 2005; Schock et al., 2006). Les effets non
génomiques peuvent €tre médiés via le SHBG-R, qui couplé a une protéine G module les
niveaux d’AMPc ce qui active la PK (Grishkovskaya et al., 2000; Nakhla et al., 1999; Rosner
et al., 1999a, b). La stimulation de la PKA a pour conséquence de modifier le statut de
phosphorylation du RA et de ces co-activateurs ce qui module son activité transcriptionnelle.
En 10 a 15 minutes 1’activation de la PKA entraine une déphosphorylation du RA (Blok et al.,
1998). 1l a également été montré que les canaux ioniques pourraient également étre la cible de
la PKA (Michels and Hoppe, 2008).
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3.3.2 Actions des androgeénes sur les concentrations intracellulaires en ions et la fluidité
membranaire.

De nombreux auteurs ont suggéré qu’il existe un RA membranaire dans les cellules
endothéliales (Figueroa-Valverde et al., 2002), les cellules de cancers du sein (Hatzoglou et
al., 2005), de cancers de la prostate (Kampa et al., 2002; Thomas et al., 2014), les ostéoblastes
(Kang et al., 2004), les macrophages (Guo et al., 2002) et les lymphocytes T (Benten et al.,
1999). D’autres récepteurs stéroidiens sont des récepteurs membranaires (Levin, 2008). Le
RA membranaire serait couplé a une protéine G et régulerait des phospholipases, des sérines-
thréonines, et des tyrosines kinases. Cette activation conduirait a la synthese de seconds
messagers (Ca2+, IP3, AMPc). Ces messagers secondaires diffusent dans la cellule et activent
des voies de signalisation qui modifieraient le statut de phosphorylation des protéines ou
affecteraient la transcription des genes (Benten et al., 1999; Kasbohm et al., 2005; Leung et
al., 2001; Lieberherr and Grosse, 1994).

Les canaux ioniques dépendant des variations de potentiels (canaux calcium de type L

par exemple) peuvent étre directement modulés par les androgenes. En effet, I’addition de
testostérone dans des cardiomyocytes de rats entraine I’inhibition des canaux Ca** de type L,
un traitement a la flutamide (antogoniste de RA) n’empéche pas cette inhibition (Er et al.,
2007). L’épiandrostérone et la testostérone peuvent agir, avec des propriétés similaires a
celles de la dihydropyridine, comme des antagonistes des canaux Ca** de type L (Gupte et al.,
2002; Hall et al., 2006). Seyrek et collaborateurs suggerent la modulation des canaux Katp par
la testostérone (Seyrek et al., 2007).
Les androgenes peuvent modifier la fluidité de la membrane en interagissant avec les
phospholipides membranaires. Les androgenes acquierent des charges supplémentaires
provenant de résidus sulfatés, et pénetrent dans la membrane des cellules ce qui aura pour
conséquence d’entrainer une diminution de la fluidité de la membrane modulant 1’action des
enzymes impliquées dans I’hydrolyse de I’ATP (figure 32) (Zylinska et al., 1999).
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Figure 32. Modifications des concentrations intracellulaires en ions et de la fluidité membranaire
par les androgeénes.

(1) Interaction des androgénes avec un RA membranaire conduit a la synthése de messagers
secondaires (IP3, Ca®*...) affectant la transcription des génes cibles.

(2) Interaction des androgénes avec les canaux calciques de type-L.

(3) Modification de la fluidité membranaire par les androgénes.

T : testostérone, DHT : dihydrotestostérone, 5aR : enzyme 5 alpha reductase, GP : G-protein, PKA :
protéine kinase A, PKC: protéine kinase C, CAM : calmoduline MAPK : mitogen-activated protein
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kinase, PLC : phospholipase C, IP3: inositol 1,4,5-triphosphate, SR ; réticulm sarcoplasmique, ERK :
extracellular-signal regulated kinase, MEK : MAPK/ERK. D’apres (Foradori et al., 2008).

Les effets non génomiques peuvent donc étre relayés par une multicité de mécanismes, mais
la majorité de ces effets non génomiques reste mal compris in vivo. De plus, la réponse
androgénique peut étre initiée en réponse a la combinaison des actions génomiques et non
génomiques (Hammes and Levin, 2011).

3.4 Maladies induites par les mutations du RA.
Des mutations dans le RA peuvent étre a I’origine de nombreuses pathologies.

3.4.1 Syndrome d’insensibilité aux androgenes.

Le syndrome d’insensibilité aux androgenes est une maladie rare 1i¢ a I’X. Elle est due a une
mutation du RA (Quigley et al., 1995), dont plus de 400 ont été décrites, avec une prévalence
de 1 pour 20400 naissances (Poletti et al., 2005). Ces mutations peuvent avoir pour
conséquence une synthése incomplete de la protéine, I’incapacité du RA muté de fixer son
ligand ou anormalité dans la liaison du RA sur les AREs. Si I’insensibilité est complete, les
individus males présentent un appareil génital féminin (absence d’épidydime, de canal
déférent, de vésicules séminales et de prostate, et développement d’une gynécomastie)
(Quigley et al., 1995). Cette insensibilité complete est connue sous le nom de Tfm pour
Testicular Feminization Syndrome. L’insensibilité peut également étre partielle, et on observe
une dégradation des phénotypes en fonction de I’importance de 1’insensibilité. Les individus
touchés peuvent avoir une apparence féminine prédominante avec un appareil génital externe
féminin, ambigué ou une apparence masculine aussi appelé syndrome de Reifenstein (Quigley
et al., 1995).

3.4.2 Le cancer de la prostate.

Le cancer de la prostate est le plus commun des cancers chez I’homme. Il existe des facteurs
de risque pour le développement de ce cancer comme 1’age ou la présence d’antécédents
familiaux. Les androgenes peuvent constituer un facteur de risque, car les androgenes, via leur
récepteur, peuvent stimuler la prolifération cellulaire. Le nombre de répétitions glutamines et
glycines dans le domaine N-terminal du RA peut constituer un facteur contribuant au
développement de ce cancer.

Plus le cancer est évolutif, plus les mutations du RA augmentent. On retrouve 0 a 4% de
mutation dans les stades primaires du cancer, et 40% de mutations du RA dans les tumeurs
métastatiques trait€ées avec des anti-androgenes (Tilley et al., 1996). Ces mutations du RA
permettent aux cellules tumorales de s’adapter et d’augmenter leur taux de survie (Taplin et
al., 1999). Ces mutations jouent donc un role prépondérant dans 1’échappement du cancer de
la prostate a la privation androgénique (Ben Jemaa et al., 2013).

Les courtes répétitions de glutamines seraient associées a une augmentation de 1’activité
transcriptionnelle du RA et par conséquent a une augmentation du risque de développer un
cancer de la prostate (Sircar et al., 2007).
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3.4.3 La maladie de Kennedy.

La maladie de Kennedy ou SMBA (spinal and bulbar muscular atrophy) est une maladie
génétique liée a I’X. Elle est caractérisée par une faiblesse progressive des muscles bulbaires
et des muscles des membres proximaux (Fischbeck, 1997). C’est une expansion du triplet
CAG au niveau N-terminal de la protéine qui est a I’origine de cette maladie. Chez un
individu sain, il existe entre 9 et 33 répétitions CAG alors que chez les personnes malades il y
a entre 38 et 75 répétitions (Brinkmann, 2001). L’expansion polyglutamique conférerait un
gain de fonction a la protéine qui serait toxique pour la cellule.

Les androgenes étant impliqués dans un grand nombre de processus biologiques
(reproduction, cancer de la prostate, maintien de la force musculaire), 1’intégrité du RA est
donc essentielle pour le bon fonctionnement de I’organisme.

3.5 Actions des androgenes dans le muscle squelettique.
3.5.1 Effets des androgénes chez I’homme.

3.5.1.1 Andropause.

L’andropause est le nom donné a la diminution des niveaux de testostérone chez 1’homme
avec 1’age, également connu sous le nom d’ADAM (Androgen Deficiency in the Aging Male)
ou PADAM (Partial Androgen Deficiency in the Aging Male). A partir de 30 ans, les niveaux
de testostérone diminuent d’environ 1% par an. A 60 ans, 20% des hommes présentent une
déficience en androgenes. Ce chiffre augmente a 50% a partir de 80 ans (Brawer, 2004) [ pour
revue (Singh, 2013)].

3.5.1.2 Traitements androgéniques.

3.5.1.2.1 Effets d’un traitement substitutif androgénique chez des hommes
jeunes atteints d’hypogonadisme.

Plusieurs études se sont intéressées aux effets de la testostérone sur la composition du
corps en graisse et en muscle chez des jeunes hommes souffrants d’hypogonadisme. Lorsque
des hommes atteints d’hypogonadisme sont traités avec 100 mg de testostérone énanthate une
fois par semaine pendant 10 semaines, il y a une augmentation du poids corporel et de la
masse maigre, mais sans changement au niveau de la masse graisseuse, et une augmentation
de la force musculaire (Bhasin et al., 1997). Le travail de Brodsky et collaborateurs a montré
une augmentation de la masse maigre et une augmentation de la masse graisseuse apres un
traitement a 3 mg / kg pendant six mois de testostérone cypionate. D’autres ont mis en
évidence une augmentation modeste de la masse maigre, ainsi que de la force avec un
traitement avec des doses de testostérone inférieures (Wang et al., 1996).

L’ensemble de ces études montrent que des doses physiologiques de testostérone chez
des jeunes hommes souffrants d’hypogonadisme entrainent une augmentation de la masse

N

maigre et de la taille du muscle, généralement associ€é a une augmentation de la force
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musculaire. D’autres traitements peuvent également étre envisagés [pour revue (Watson et al.,
2014)].

3.5.1.2.2 Effets d’un traitement substitutif androgénique chez des hommes
ageés.

La supplémentation en testostérone d’hommes agés avec un faible taux d’androgeénes permet
d’induire une augmentation de la masse maigre et une diminution de la masse graisseuse
(Basaria, 2013; Morley et al., 1993; Sih et al., 1997; Snyder et al., 1999; Tenover, 2000;
Tenover, 1992). Bien que la supplémentation androgénique soit associée a un gain de force
d’agrippement, il est incertain que ces doses de testostérone de remplacement puissent
apporter une réelle amélioration des performances musculaires (Snyder et al., 1999).

3.5.1.2.3 Androgenes et athletes.
Un des agents dopant utilis€ depuis longtemps est le traitement aux stéroides anabolisants
dans les sports ou la masse et la force musculaire sont importantes. La testostérone ne peut
pas étre utilisée sous sa forme naturelle. En effet lorsque celle-ci est absorbée par voie orale,
elle est dégradée par le foie et n’atteint quasiment pas la circulation systémique. Pour ces
composés anabolisants, la molécule a été modifiée pour augmenter sa durée de vie et sa
capacité d’action dont les trois principales sont (1) I’estérification du groupement hydroxyl en
position 17 (ex : testostérone propionate, cypionate, énanthate - figure 33, type A), (2)
I’alkylation en position 17a (ex : oxandrolone - figure 33, type B) et (3) des modifications de

la structure du noyau stérol (ex : nandrolone - figure 33, type C) (Wilson, 1988).
Type A

=~
Otﬁﬂ_i Type B

e

- -

Figure 33. Les modifications de la molécule de testostérone.

Type A : Esther d’androgéne ; Type B : Androgénes alkylés en position 17a ; Type C : Modification du
noyau stérol. D’aprés (Wilson, 1988).

Les composés alkylés en position 170 sont catabolisés lentement par le foie et atteignent la
circulation systémique en quantité suffisante. Ils peuvent donc étre administrés oralement. Les
esters de testostérone sont administrés par voie parentérale (dans une solution d’huile) ce qui
permet de libérer lentement 1’hormone dans le sang.

Plus I’ester a une chaine carbonée longue, plus le composé est relargué lentement dans la
circulation, et plus son action sera prolongée dans le temps. Les composés dont le noyau
stérol est modifi€ sont administrés par voie oral ou parentéral (Wilson, 1988).

L’effet de stéroides anabolisant est difficile a évaluer chez les athlétes, car ils prennent ces
composés a des doses variables de maniere plus ou moins cyclique et parfois en combinaison
les uns avec les autres. Ces études nécessitent une standardisation du composé utilisé, de la
durée du traitement et doivent étre réalisées en aveugle. Il y a des difficultés dans la
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comparaison des différentes études réalisées, car les composés anabolisants utilisés, leur dose
et la durée du traitement peuvent étre différents, tout comme les programmes d’entrainement,
les criteres de mesures, les régimes alimentaires, le nombre de sujet ou le traitement des
données statistiques. Parmi les études qui paraissent €tre correctement réalisées, les résultats
sont contradictoires. Neufs ne montrent pas d’effet sur la force musculaire (Casner et al.,
1971; Crist et al., 1983; Fahey and Brown, 1973; Fowler et al., 1965; Golding, 1974; Hervey
et al., 1976; Johnson et al., 1975; Loughton and Ruhling, 1977; Stromme et al., 1974) , alors
que sept constatent une augmentation de la force (Ariel, 1973, 1974; Hervey et al., 1981;
Johnson, 1972; O'Shea, 1971; Ward, 1973; Win-May, 1975).

Les études réalisées chez les athletes ne permettent pas de mettre en évidence le role des
androgenes sur la masse et la force musculaire.

3.5.1.2.4 Effets de doses supraphysiologiques de testostérone chez des
hommes non athlétiques.

Chez des individus ne pratiquant pas de sport de haut niveau, les effets d’une dose
supraphysiologique de testostérone sur la composition corporelle et la force musculaire sont
également controversés. Les effets supraphysiologiques de testostérone avec ou sans exercice
(d’haltérophilie) sur la taille et la force musculaire ont été étudiés (Bhasin et al., 1996). Leurs
résultats montrent que la masse maigre, la taille du muscle et la force augmentent, de facon
encore plus importante lorsque 1’exercice est combiné au traitement a la testostérone. Donc,
I’exercice pourrait augmenter 1’effet des androgeénes dans le muscle.

3.5.1.2.5 Effets de la supplémentation androgénique dans le cas de perte de
masse musculaire liée a une maladie.

Des études de supplémentation androgéniques ont été réalisées chez des patients atteints de
HIV avec des résultats contradictoires. Parmi les études réalisées avec des controles placebos,
trois décrivent une augmentation de la masse maigre (Bhasin et al., 1998; Bhasin et al., 2000;
Grinspoon et al., 1998), alors que deux ne montrent pas de modifications (Coodley and
Coodley, 1997; Dobs et al., 1999). 1l faut noter que des patients avec de tres faibles niveaux
de testostérone avaient €té sélectionnés pour les trois études décrivant des effets. Bhasin et
collaborateurs ont réalisé une étude en comparant les effets de la testostérone avec ou sans
exercice vs un placebo avec ou sans exercice, mais en traitant cette fois des patients infectés
du VIH. Les androgenes induisent une augmentation de la masse maigre en plus de la force
musculaire chez des hommes infectés par le VIH avec de faibles niveaux de testostérone
(Bhasin et al., 2000).

Une perte de la masse musculaire est observée chez des patients souffrant de maladies
auto-immunes et traités par des glucocorticoides. Le traitement a la testostérone d’hommes
sous glucocorticoides augmente la masse maigre et la densité osseuse (Reid et al., 1996).

Ainsi, un traitement androgénique peut atténuer la perte de masse liée a certaines
maladies.
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3.5.1.2.6 Effets des androgenes chez les femmes.

Suite a I’administration de doses pharmacologiques de testostérone propionate chez des
femmes saines, on observe une augmentation de la rétention azotée (Kenyon, 1938). La
combinaison d’un traitement cestrogénique avec un traitement androgénique permettrait une
augmentation de la masse maigre et une diminution de la masse grasse de fagon plus
importante que lors d’un traitement aux cestrogenes seul (Davis et al., 1995). En revanche,
Miller et collaborateur ont montré que la supplémentation en testostérone de femmes atteintes
du VIH avec perte de poids n’affecte ni la masse maigre, ni la masse musculaire (Miller et al.,
1998). L’administration de DHEA a des femmes post-ménopausées induit une augmentation
de la masse corporelle (Diamond et al., 1996; Morales et al., 1998). Cependant dans une autre
étude aucun effet n’a été mis en évidence (Callies et al., 2001).

Ces études ne permettent pas de conclure sur les effets des androgenes sur les muscles
chez la femme, car la plupart ont examiné les effets des androgeénes sur un échantillon de
femmes limité et peu d’études ont été réalisées sur le muscle squelettique. Cependant, afin de
favoriser un gain de masse musculaire, les stéroides anabolisants sont également utilisés chez
les femmes. Ils ont un bénéfice sur le gain de masse musculaire, mais conduisent a des effets
secondaires sérieux comme la virilisation avec hirsutisme important ou des problemes
gynécologiques avec des aménorrhées (Sjoqvist et al., 2008).

En conclusion, de nombreuses études ont été réalisées afin de comprendre le rdle des
androgenes dans le muscle squelettique. Ces résultats suggerent que chez des hommes jeunes
atteints d’hypogonadisme, un traitement androgénique induira une augmentation de la masse
maigre, de la taille et de la force musculaire (lié¢ a ’augmentation de masse musculaire). On
observe également une amélioration des fonctions musculaires chez des hommes agés ou
infectés par le VIH apres un traitement a la testostérone. Ces études présentent des limites
comme le choix du patient (niveau de testostérone basal, mode de vie...), le type d’androgene
utilisé, les doses et les temps de traitements, ainsi que les parametres de mesure de la force.
Ces derniers ne permettent donc pas de comprendre les mécanismes d’action des androgénes
au niveau des muscles squelettiques.

Les traitements aux androgenes ont également des effets secondaires comme un risque de

développement de cancer de la prostate plus élevé lorsque le taux de testostérone augmente
(Shaneyfelt et al., 2000).

Afin d’utiliser les androgenes pour contrecarrer la perte de masse et de force musculaire liés a
I’age ou a certaines pathologies, des études complémentaires pour comprendre les effets des
androgenes au niveau physiologique et moléculaire doivent étre réalisées.

3.5.2 Effets des androgénes chez les animaux.

Afin de préciser le role des androgenes dans le muscle squelettique, les rongeurs sont
fréquemment utilisés. Ils permettent le contrdle de certains parametres, comme le fond
génétique ou le régime alimentaire par exemple qui ne peuvent pas étre contrdlés chez
I’homme et qui induisent d’importantes variations lors d’une expérience. Des expériences de
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traitements androgéniques ou de castration chez les rongeurs ont permis de montrer des
différences de sensibilité aux androgenes entre les différents muscles squelettiques. Enfin,
afin de comprendre les mécanismes d’action des androgénes, des modeles d’animaux chez
lesquelles le RA est invalidé ont été générés.

3.5.2.1 Les muscles du périnée.

Les muscles du périnée [le muscle bulbocaverneux (BC) et le muscle élévateur de 1’anus
(LA)] permettent 1’attachement de la base du pénis. Ces muscles sont présents chez les males
et les femelles a la naissance et la production gonadal de testostérone chez le male entrainent
une prolifération des fibres musculaires du BC et du LA (Tobin and Joubert, 1991) alors que
I’absence de testostérone chez les femelles conduit a une mort cellulaire avec 1’involution de
ces muscles (Jacob et al., 2008). Chez les rongeurs ces muscles sont absents chez les femelles
adultes (Cihak et al., 1970). Le traitement androgénique de rattes dés la naissance entraine
une masculinisation du BC/LA (Breedlove and Arnold, 1983b), alors que le traitement de rats
avec un antagoniste du RA conduit a sa féminisation (Breedlove and Arnold, 1983a).

La taille de ces muscles est dépendante des androgénes chez 1’adulte. Suite a une
castration chez les souris et les rats, les muscles BC/LA sont atrophiés. En revanche leur taille
augmente apres un traitement androgénique (Axell et al., 2006; Balice-Gordon et al., 1990;
Dorfman, 1963; Vyskocil and Gutmann, 1977; Wainman, 1941). Les effets anaboliques des
androgenes sur ces muscles entrainent des changements de la taille des fibres sans changer le
nombre de fibres musculaires (Venable, 1966). Chez les adultes, les androgenes ont un role
dans le maintien de la taille des jonctions neuromusculaires (Balice-Gordon et al., 1990;
Bleisch and Harrelson, 1989; Lubischer and Bebinger, 1999), le nombre de récepteurs a
I’acétylcholine (Bleisch and Harrelson, 1989; Bleisch et al., 1982), ainsi que dans ’activité
nerveuse (Fargo et al., 2003).

Ainsi, les muscles du périnée sont sensibles aux androgenes pour leur développement et leur
maintien a 1’age adulte.

3.5.2.2 Les muscles des membres.

I1 a été montré, qu’apres une castration des souris, la masse des muscles des membres diminue
(Jiang and Klueber, 1989; Rowe, 1968), ainsi que la force (Jiang and Klueber, 1989).
Cependant, les études réalisées par Antonio et collaborateurs ne montre pas de diminution de
la masse des muscles des membres (Antonio et al., 1999).

Tout comme chez I’homme, les résultats des traitements androgéniques chez le rongeur sont
controversés. Trois a six semaines de traitement de souris avec un stéroide anabolisant, le
stanozolol, ne produit pas de changement de la masse de I’EDL (Extendor Digitorum Longus)
et du muscle soléaire, mais la masse des muscles du périnée est augmentée des trois semaines
(Tingus and Carlsen, 1993). Il n’y a pas d’augmentation de la masse de I’EDL ou du muscle
soléaire de rats jeunes ou agés traités avec de la testostérone (Isayama, 2006). Un traitement
androgénique substitutif (dix semaines) sur des souris castrées a montré qu’une castration
induit une diminution de la masse des muscles rapides et intermédiaires (EDL, plantaris,
tibialis), mais que cette diminution est restaurée apres dix semaines de traitements.
L’altération de la force observée est due a la diminution de la masse musculaire.
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Chez les rongeurs, les muscles du périnée ont une croissance et une masse dépendante des
androgenes, alors que les muscles des membres sont moins affectés par les androgenes.

3.5.2.3 Modele animaux d’invalidation du RA.

Plusieurs modeles de souris chez lesquelles le RA a été invalidé dans la lignée germinale ont
été générés (Notini et al., 2005; Sato et al., 2003; Yeh et al., 2002). Ces souris présentent un
aspect externe de femelles, sans prostate, vésicules séminales et avec des testicules fortement
atrophiés. Ces animaux présentent également des problemes métaboliques et deviennent
obéses. Aucun de ces auteurs ne s’est intéressé aux muscles squelettiques. Un groupe a étudié
les fonctions musculaires de souris chez lesquelles le RA est invalidé (MacLean et al., 2008).
Il a montré que 1’absence de RA entraine une absence du LA et une diminution de la masse
des muscles des membres. De plus, chez ces souris KO, la force générée est plus faible dans
les muscles rapides et cette diminution est liée a la diminution de la masse musculaire. Mais
ces études ne permettent pas de caractériser le role des androgenes dans le muscle
squelettique, car le RA est invalidé dans toutes les cellules de 1’organisme. Il est donc
important de développer de nouveaux modeles d’étude d’action des androgénes sur la
fonction musculaire.

Le mécanisme d’action des androgeénes dans le muscle est peu connu mais des hypotheses
quant a leurs modes d’action sont suggérées.

3.5.3 Meécanisme d’action potentiel des androgenes dans le muscle squelettique.

Le RA est exprimé dans différentes cellules musculaires: les cellules souches
mésenchymateuses, les fibroblastes, les cellules satellites et les myofibres (Johansen et al.,
2007; Monks et al., 2004; Sinha-Hikim et al., 2004).
Plusieurs études montrent que les traitements androgéniques permettent d’augmenter le
nombre de cellules satellites chez I’homme et 1’animal. Une hypothése est donc que les
androgeénes ciblent les cellules satellites pour réaliser leurs actions. Un traitement aux
androgenes chez le rat avant la puberté entraine une augmentation transitoire du nombre de
cellules satellites dans le LA (Joubert et al., 1994). Chez le porc, la castration diminue la
prolifération des cellules satellites, et les cellules satellites proliferent chez un cochon castré
traité a la testostérone (Mulvaney et al., 1988). Les biopsies musculaires d’athletes prenant
des stéroides montrent une augmentation des noyaux centraux, ce qui témoigne de I’activation
et de la prolifération des cellules satellites pour former les nouvelles fibres (Kadi et al., 1999).
De plus, les travaux de Doumit et collaborateurs suggerent que les androgenes augmentent
I’expression du RA dans les cellules satellites, ce qui augmenterait la sensibilité des ces
cellules aux androgeénes (Doumit et al., 1996).

En plus de leur rdle direct sur la prolifération et la différentiation des cellules satellites,
les androgenes peuvent jouer un role indirect sur ’activation de ces cellules grace a la
modulation de voies de signalisation (figure 34).

3.5.3.1 Insulin-like Growth Factor-1: IGF-1.

IGF-I est un régulateur de la masse musculaire car il stimule la croissance du muscle (Bassel-
Duby and Olson, 2006). Une production locale d’IGF pourrait étre en parti responsable des
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effets anaboliques des androgenes dans le muscle squelettique. En effet, une administration de
nandrolone chez le rat entraine une augmentation de la protéine IGF-I dans le muscle (Lewis
et al.,, 2002). Aprés un traitement a la testostérone, 1’expression de cette protéine est
augmentée dans le muscle chez ’homme (Ferrando et al., 2002). Voir paragraphe 1.2.3.3.

3.5.3.2 Récepteur des glucocorticoides: RG.

Les glucocorticoides, via leur récepteur (RG), ont des effets cataboliques sur le muscle
squelettique. Le RA et le RG ont une structure proche et pourraient donc réguler les mémes
genes, alors que dans le muscle squelettique leurs effets sont opposés. 1l a été montré que
I’administration d’androgenes a des hommes sous traitement aux glucocorticoides
augmenterait leur masse musculaire (Crawford et al., 2003). Cependant les mécanismes
moléculaires de cette action anti-glucocorticoide des androgenes sont mal connus. Une
hypothese suggere une compétition entre les androgenes et les glucocorticoides pour la liaison
au RG (Van Balkom et al., 1998). Une deuxieme hypothese propose que les androgenes
réduisent 1’expression du RG, ce qui a été montré dans les neurones CAl et dans les
motoneurones chez les rats (Blanco et al., 2002; Kerr et al., 1996; Yen et al., 1997). Le RA
pourrait également exercer un effet dominant négatif sur la fonction du RG (Yen et al., 1997).

3.5.3.3 Myostatine.

Membre de la famille des TGFp, la myostatine est un régulateur négatif de la masse
musculaire. Les souris déficientes pour la myostatine présentent une augmentation de la
masse musculaire mais une diminution de la force (Amthor et al., 2007). Des études suggerent
un contrdle négatif direct de I’expression de la myostatine par le RA via un ARE (Ma et al.,
2001; Mendler et al., 2007). Voir paragraphe 1.2.3.5.

3.5.3.4 Effets non génomique

Les androgenes pourraient exercer leur controle sur les cellules satellites par les voies non
génomiques décrites précédemment (figure 34).
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Figure 34. Mécanismes d’actions possibles des androgénes sur les cellules satellites. D’aprés (Chen
et al., 2005).
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Il est nécessaire de réaliser des études complémentaires afin de déterminer les voies de
signalisation et les types cellulaires par lesquels les actions des androgenes sont relayées dans
le muscle squelettique.

L’effet des androgenes pourrait également étre médié par d’autres molécules comme les
polyamines. En effet, les androgeénes, augmentent la masse et la force musculaire mais stimule
également 1’accumulation des polyamines dans différents tissus. Dans le muscle, les
androgenes agissent via leur récepteur pour réguler I’expression des génes impliqués dans la
synthese des polyamines qui pourrait étre un des mécanismes par lequel les androgenes
stimulent la croissance musculaire [ pour revue (Lee and MacLean, 2011)].
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4 Les polyamines.

Le terme polyamines (PA) est utilis€é pour désigner trois composés : la putrescine, la
spermidine et la spermine. Ils appartiennent a la famille treés large des amines qui sont
impliqués dans de nombreuses fonctions physiologiques et notamment I’immunité. Ils sont
présents de facon ubiquitaire et jouent un role important dans la croissance cellulaire, la
prolifération et dans la synthese protéique. Ils sont également impliqués dans la réparation de
la matrice extracellulaire, 1’adhésion cellulaire et dans certains processus de signalisation. La
réduction des PA entraine une inhibition de la prolifération et de la migration cellulaire, alors
que son accumulation induit 1I’apoptose et la transformation cellulaire.

4.1 Structure des polyamines

Les trois polyamines, putrescine (1,4-butane diamine ou tetramethylenediamine), spemidine
(N-(3-aminopropyl)-1,4-butane diamine ou aminopropyl-tetramethulenediamine) et spermine
(N,N’-bis(3-aminopropyl)-1,4-butane diamine ou diaminopropyl-tetramethylenediamine) sont
dérivés de I’ornithine apres une premiere étape de décarboxylation (Seiler et al., 1996).

Putrescine

F \/\/\NH, “H3N-(CH;)s-NH;*

Spermidine H

N *HaN=(CH-)o-NH- ; -
HN AN NNy, HANHCH)NHH(CH ) NHS

Spermine

H
HN N SN NN N, T HeNH(CH;)-NH-CNH-NH,*

H

Figure 35. Structure des polyamines. D’aprées (Kim et al., 2007).

Il existe d’autres oligamines comme [’histamine, la thermine ou la cadaverine, mais celles-ci
ne sont pas désignées sous le terme polyamine (Wallace, 2003).

Les PA sont des amines aliphatiques de faible poids moléculaire et soluble dans 1’eau, et sont
protonés au pH corporel (Seiler et al., 1996). Les fonctions des polyamines dépendent de leurs
charges électriques. L’énergie de liaison décroit de la spermine a la spermidine, la spermine
étant la plus active et la putrescine la moins active dans les différents processus biologiques
(Yuan et al., 2001).

4.2 Métabolisme des polyamines.

Bien qu’identifiés dans le fluide séminal, les PA sont présents dans tous les types cellulaires.
Le métabolisme de ces molécules ainsi que les caractéristiques des différentes enzymes
impliqués, sont largement étudiés (Pegg, 2009).
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4.2.1 Synthese.

La putrescine est synthétisée a partir de I’ornithine par une réaction catalysée par I’ornithine-
décarboxylase (ODC), une enzyme limitante dans la synthese des polyamines (Pegg, 2006).
Les deux autres polyamines dérivent de la putrescine par attachement successif de deux
groupes propylamines par action de I’aminopropyl-transférase appelé spermine ou
spermidine-synthase. Le groupe propylamine donneur  est S-adenosyl-S-
methylhomocysteamine dérivé de S-adenosyl-methionine (SAM) par ’action de SAM-
décarboxylase (SAMdc ou AMD) (Jeevanandam and Petersen, 2001). La synthese de la
spermine et de la spermidine est donc conditionnée par la disponibilité d’un acide aminé
essentiel, la méthionine, précurseur de SAM par sa condensation avec I’ATP en présence
d’ions Mg (figure 36).

4.2.2 Interconversion et catabolisme

Les PA sont métabolisées en un trés grand nombre de dérivés par I’action de différentes
oxydases et acétyl-transférases.

4.2.2.1 Réaction d’acétylation.

Bien que les réactions catalysées par les amynopropyl-transférases soient irréversibles, la
spermine et la spermidine peuvent &tre recyclées en spermidine et en putrescine
respectivement (Jeevanandam and Petersen, 2001). Ces réactions nécessitent la formation
d’intermédiaire N-acétylé, N'-acétylspermine et N'-acétylspermidine par I’action de 1’acétyl-
CoA : spermidine/spermine Nl—acétyl—transférase (SSAT). Le gene SSAT est régulé
transcriptionnellement et post-transciptionnellement par les acides aminées disponibles
(Aubel et al., 2003). Par la suite, la polyamine oxydase (PAO), une enzyme FAD présente
dans le péroxysome, donne wune polyamine avec libération d’un aldéhyde (3-
acetamidopropanal) et d’un péroxyde d’hydrogéne (Hoet and Nemery, 2000). Quand la
putrescine, la spermine ou la spermidine radiomarquées sont administrées seules in vivo, il y a
un marquage rapide des deux autres PA, ce qui témoigne d’une interconversion (Jeevanandam
and Petersen, 2001). De plus, il existe une N®-acétyl-transférase nucléaire qui donne de la N°*-
acétyl-spermidine et de la N 8—acétyl—putrescine qui seront finalement excrétées (Seiler et al.,
1996) (figure 36).

Les réactions d’acétylation permettent a la cellule de réduire les interactions de PA avec
différents polycations en diminuant le nombre de charges positives des PA. Un des
mécanismes permettant de réguler la concentration de PA intracellulaire est d’augmenter
I’excrétion des PA acétylés (Jeevanandam and Petersen, 2001).

La toxicité d’une forte concentration de PA peut provenir du stress oxydatif dii a la formation
de peroxyde d’hydrogene dans cette étape d’interconversion.
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Figure 36. Synthése et interconversion des polyamines.
1. Ornithine decarboxylase (ODC); 2. Spermidine synthétase; 3. Spermine synthétase ; 4. Acétyl-
Co1l :spermidine/spermine N1-acétyltransférase (SSAT); 5. Polyamine-oxydase (PAO); 6. N8-
acétyltransférase ; 7 diamine oxydase (DAO); 8. SAM-décarboxyalse (SAMdc ou AMD). SAM : S-
adenosyl-methionin ; SAMHC : S-adenosyl-S-méthyl homocysteamine; 5SMTA: 5 méthylthioadénosine.

4.2.2.2 Catabolisme terminal.

Une partie du catabolisme terminal des PA est réalisée par la déamination oxydative par la
diamine oxydase (DAO) Cu®* dépendante, présente dans certains tissus comme la musqueuse
intestinale, le foie et le rein (Seiler et al., 1996). La putrescine est I’un des précurseurs de
I’acide y-aminobutirique (GABA) sous I’action de DAO.

PAO est également impliquée dans le catabolisme des PA. Elle est particulierement active sur
la spermine et sur les dérivés Nl—acétylés, et moins sur la spermidine (Hoet and Nemery,
2000).

Les enzymes responsables de la synthese et de la dégradation des polyamines, ODC, AMD et
SSAT sont régulées par les PA et par d’autres stimuli, comme les facteurs de croissance, les
hormones, 12-O-tetradecanoylphorbol-1 3-acetate (TPA) (Pegg, 2009). Si le taux de spermine
ou de spermidine est élevé dans la cellule, les niveaux d’ODC et AMD sont diminués et ceux
de SSAT sont augmentés. Réciproquement, quand le niveau de PA est réduit, ODC et AMD
sont sur exprimés et SSAT est sous exprimé. Cette régulation se fait au niveau
transcriptionnel, traductionnel et post-traductionnel, et les mécanismes de régulation de ces
enzymes par les polyamines ont été tres étudiés (Igarashi and Kashiwagi, 2010; Pegg, 2009).
Quand le niveau de PA augmente, ODC est dérégulé par I’induction de 1’antizyme (Coffino,
2001; Ivanov et al., 1998). L’antizyme forme un complexe avec ODC pour inactiver I’enzyme
et la diriger vers le protéasome 26S pour sa dégradation. De plus, 1’antizyme inhibe la prise de
polyamines et stimule leur sécrétion. Il existe également un inhibiteur de 1’antizyme (Azl)
(Fujita et al., 1982) mais qui est dépourvu de toutes activités enzymatiques.
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4.2.3 Transport des polyamines.

Le transport est ’'une des voies permettant la régulation du contenu intracellulaire en PA. Le
transport est stimulé par la réduction des PA intracellulaire, par exemple par I’inhibition
d’ODC, par un processus dépendant de la synthése protéique (Seiler et al., 1996). Dans ces
circonstances, 1’apport en PA exogénes entraine une augmentation rapide et marquée de la
concentration intracellulaire de PA, induisant éventuellement une inhibition du transport
(Seiler et al., 1996). Le transport des polyamines a été bien décrit chez la bactérie Escherichia
coli et 1a levure Saccharomyces cerevisiae, mais moins chez les mammiferes.

Chez les mammiferes, deux systemes de transport ATP dépendant ont été décrits dans les
cellules alvéolaires du poumon, 1’'un avec une forte affinité et I’autre avec une faible. Il a été
montré que la spermine et la spermidine bloquent le transport de la putrescine de manicre
dose dépendante, alors que la putrescine ne bloque que partiellement le transport des deux
autres PA (Hoet and Nemery, 2000). Un transporteur de diamines a été identifié dans les
cellules épithéliales du colon qui serait responsable de I’excrétion de la putrescine et des PA
acétylés (Uemura et al., 2008). Mise a part ces études, aucun transporteur n’a été décrit chez
les mammiferes.

4.3 Régulation du métabolisme des polyamines.

Le contenu en PA intracellulaire est le résultat d’une régulation simultanée de leur synthese,
dégradation, absorption et élimination (Persson et al., 1998; Seiler et al., 1996). Les enzymes
limitantes du métabolisme sont ODC, SAMdc(AMD) et SSAT, trois enzymes contrélées par
une régulation post-traductionnelle (Coffino, 2000; Seiler, 2004).

4.3.1 Ornithine décarboxylase : ODC.

L’enzyme régulatrice majeure est ODC. Son activité est fortement augmentée par I’action de
différents facteurs de croissance, d’acides aminés comme la glutamine, ou le stress
hypotonique. De plus, la transcription du gene codant pour ODC, sa traduction, la dégradation
de son ARNm et son catabolisme sont controlés (Yuan et al., 2001). Quand ODC est induit,
I’augmentation de son ARNm est plus faible que I’augmentation de son activité, ce qui
montre I’importance des mécanismes de régulation post-traductionnels (Persson et al., 1998).
Le mécanisme de controle de 1’activité d’ODC implique une protéine dépourvue de toute
activité enzymatique, 1’ornithine décarboxylase antizyme (OAZ) (cf 4.2.2). Cette antizyme est
induite par une accumulation intracellulaire de PA. Elle forme un complexe avec ODC, qui
par un changement de conformation, va entrainer son inhibition et accélérer sa dégradation
par le protéasome 26S, par un mécanisme qui ne nécessite pas 1’ubiquitination d’ODC
(Hayashi et al., 1996). OAZ existe sous trois isoformes, OAZ1, OAZ2 et OAZ3. OAZ1 et
OAZ2 inhibe I’activité d’ODC et facilite sa dégradation. OAZ3 est uniquement exprimée dans
les testicules pendant la fin de la spermatogénese (Janne et al., 2004). De plus, OAZ prévient
I’accumulation de PA en inhibant leur transport (Hayashi et al., 1996). Les PA ne semblent
pas exercer d’inhibition directe de 1’activité d’ODC, mais induit des modifications de sa
conformation favorisant ainsi sa liaison a I’antizyme (Yuan et al., 2001).
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4.3.2  Acétyl-CoA: spermidine/spermine N'-acetyl-transferase (SSAT).

L’acétylation des PA par SSAT est I’étape limitante de leur dégradation et leur
interconversion (Bettuzzi et al., 1999). L’augmentation des niveaux de PA intracellulaires
induit SSAT, qui favorise I’excrétion des PA acétylées et la destruction de la putrescine par
DAO. L’activation de SSAT prévient des effets néfastes d’une accumulation excessive de PA
(Bettuzzi et al., 1999; Seiler, 2004).

4.3.3 S-adenosyl-S-methyl décarboxylase (SAMdc ou AMD).

AMD est régulé négativement par les PA qui agissent au niveau transcriptionnel et
traductionnel et sur la demi-vie de la protéine (Ruan et al., 1996).

AMD catalyse la décarboxylation de SAM. Cette réaction est 1’étape limitante de la
conversion de la putrescine en spermidine ou spermine. L’activité d’AMD est régulée a
plusieurs niveaux. Putrescine active AMD en induisant autoprocessing d’une proenzyme et en
induisant son activité catalytique. Le spermidine et la spermine diminuent la synthese de
I’enzyme en inhibant la transcription du gene et la traduction de son ARNm. La spermine et la
spermidine induisent également la dégradation de I’enzyme via le protéasome (Pegg, 2009).

4.3.4 Autres mécanismes de régulation.

Toutes les modifications de la concentration intracellulaire d’ornithine affectent la synthése de
PA (Han et al., 2001). L’arginine joue également un role majeur, puisqu’elle permet d’inhiber
I’absorption de la putrescine (Seiler et al., 1996). L’agmatine, résultant de la décarboxylation
de P’arginine, peut également interférer avec le transport des PA. Elle peut interagir avec le
métabolisme des PA, non seulement en induisant OAZ, mais également en inhibant ODC
(Babal et al., 2001). Il a également été¢ montré qu’ODC est inactivé par les oxydes nitriques in
vivo et in vitro (Satriano et al., 1999).

4.4 Propriétés des polyamines.
4.4.1 Les fonctions des polyamines.

4.4.1.1 Polyamines, structure de I’ADN et apoptose

Les PA stabilisent I’ADN : des complexes de la chromatine et des modifications de la
chromatine et de la structure de I’ADN ont été montrés dans des cellules dépourvues de PA
(Davidson et al., 1999). Inversement, une accumulation excessive de PA favorise 1’apoptose
(Hoet and Nemery, 2000). Dans les cellules intestinales épithéliales IEC-6, la diminution des
PA par le difluoromethyle ornithine (DFMO, un inhibiteur d’ODC) ralentit I’apoptose. Dans
les mémes conditions, une supplémentation exogénique de putrescine ou I’induction d’une
accumulation intracellulaire de putrescine en inhibant SAMdc restaure 1’apoptose (Ray et al.,
2000).

4.4.1.2 Polyamines et prolifération cellulaire.

L’importance des PA dans la prolifération cellulaire est bien établie (Bettuzzi et al., 1999).
Leur effet doit impliquer la phosphoprotéine nucléaire pS3, qui joue un rdle essentiel dans la
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régulation des genes impliqués dans la croissance et la mort cellulaire. La diminution de PA
par le DFMO in vivo et in vitro entraine une augmentation de 1’expression de p53 et une
inhibition de la croissance cellulaire. En parallele, la diminution des PA entraine une
considérable augmentation de la stabilit¢ de I’ARNm de p53 (Li et al., 2001). Les PA jouent
un role important dans la migration des cellules vasculaires du muscle lisse apres une 1ésion
endothéliale (Liang et al., 2004).

De plus, le recrutement des PA pendant la croissance cellulaire doit étre dii en parti au fait que
la spermidine est le substrat nécessaire pour la modification de elF-5A (Tome and Gerner,
1996).

4.4.1.3 Polyamines et expression génique.

Les PA stimulent la transcription des génes et la traduction (Coffino, 2000). Leur habilité
d’interaction avec les acides nucléiques est clairement illustré, par exemple, par leur effet sur
I’expression de OAZ. Ce controle est exercé par un mécanisme appelé déplacement du
frameshift transitionnel : OAZ a deux séquences (ORF1 et 2) qui se recoupent partiellement.
Les PA produisent un changement dans le cadre de lecture du messager par les ribosomes, ce
qui est nécessaire a la correcte traduction de la deuxieme séquence (Coffino, 2000).
L’interaction entre les PA et I’ARN a été observé en présence de concentration physiologique
de Mg** (Yoshida et al., 2001). L’action de PA sur la synthése protéique se fait a différents
niveaux : expression des protéines dans un systéme cellulaire, stimulation de I’assemblage des
sous unités 30S des ribosomes et stimulation de la formation de Ile-ARNt (Yoshida et al.,
2001).

4.4.1.4 Polyamines et canaux ioniques.

Les PA endogenes, particuliecrement la spermine et la spermidine, sont des régulateurs de
I’activité de plusieurs canaux ioniques membranaires, et ont, en particulier, un effet de
blocage sur certains canaux potassiques (impliqué dans la maintenance du potentiel de
membrane) et sur le récepteur glutamate. La spermine a des effets multiples sur le sous type
N-methyl p-aspartate (NMDA) des récepteurs au glutamate, incluant sa stimulation qui
augmente la taille du récepteur NMDA et le blocage voltage-dépendant (Williams, 1997).

4.4.1.5 Polyamines et signalisation cellulaire.

Par leur effet de stabilisation de la membrane cellulaire, les PA sont capables de moduler
I’activité des récepteurs comme ceux de certains facteurs de croissance, par exemple, EGF
(Johnson and McCormack, 1999). A cause de leur caractere polycationique, les PA
interagissent fortement avec les phospholipides membranaires et doivent donc jouer un role
important dans la régulation des enzymes li€s a la membrane (Moruzzi et al., 1993). Un effet
activateur sur différentes protéines kinases (tyrosine kinase, MAP kinase) qui stimule
I’expression des proto-oncogenes a été démontré (myc, jun, fos) (Johnson and McCormack,
1999). Les PA peuvent aussi interagir avec les protéines G (Hoet and Nemery, 2000), car leur
activité GTPase est activé par les PA et particulierement par la spermine (Yuan et al., 2001).
Les PA stimulent la liaison de NF-«xB a son élément de réponse spécifique sur I’ADN (Yuan
et al., 2001). Il a ét€ montré que NF-kB est activé par une diminution des PA dans les cellules
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IEC6 (Pfeffer et al., 2001). De plus, une forte concentration de PA induit un stress oxydatif
qui peut entrainer une activation de NF-«xB.

4.4.2 Autre fonction des polyamines : I’autophagie.

L’autophagie est un processus vacuolaire permettant de dégrader le contenu cytoplasmique
des cellules au sein des lysosomes. C’est un mécanisme essentiel pour le maintien de
I’homéostasie, la dégradation protéique pour les besoins énergétiques, et I’enlévement des
substrats endommagés pour de la biosynthése de novo. L’autophagie est important pour la
survie cellulaire dans différentes conditions, comme le stress induit pour les agrégats
protéiques, la privation de nutriments et de facteurs de croissance et 1’infection par un
pathogene (Boya et al., 2005).

4.4.2.1 Mécanisme de I’autophagie

Plus de 30 genes régulant I’autophagie ont été décrits chez la levure et la plupart ont des
orthologues chez les mammiferes. Ces genes peuvent étre classés selon leur fonction a
différents stades de 1’autophagie : 1’élongation, la maturation et la fusion avec le lysosome
(figure 37).
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Figure 37. Mécanisme de "autophagie. D’aprés (Melendez and Levine, 2009).

4.4.2.1.1 Formation de I’autophagosome

L’autophagosome est une structure établie a partir d’une invagination de la membrane, appelé
pré-autophagosome, qui s’allonge et fusionne avec d’autres membranes. Il existe différentes
sources de membranes pour I’initiation de la formation de 1’autophagosome. Ils peuvent étre
générés a partir de molécules intra-cellulaires préexistantes ou peuvent provenir d’autres
structures membranaires, comme le réticulum endoplasmique (Axe et al., 2008; Hayashi-
Nishino et al., 2009; Yla-Anttila et al., 2009).

Les mitochondries peuvent également étre une source de membranes pour I’autophagosome
pendant une mise a jetn (Hailey et al., 2010). La membrane plasmique contribue également
au précurseur de I’autophagosome (Ravikumar et al., 2002).

La formation de nouveaux autophagosomes nécessite 1’activité de la Pl3kinase
(phosphatidylinositol-3-kinase classe III), Vsp34. Phosphatidyl inositol 3 phosphate (PI-3-P),
le produit de I’activité de Vsp34, joue un role essentiel dans les stades précoces de
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I’autophagie (Axe et al., 2008). ATGS8 se lie a PI3P, et est recruté a la membrane de
I’autophagosome pendant I’induction de 1’autophagie (Proikas-Cezanne et al., 2007). Une
petite  GTPase, Rab5, une protéine d’endocytose, intéragit avec Vps34 et [’active
(Christoforidis et al., 1999; Sartor, 2006). Vps34 fait partie du complexe macromoléculaire
PI3K-complexe, composé de Beclin 1 / ATG6, ATG14 / Barkor et p150 / Vps15 (Itakura et
al., 2008; Kihara et al., 2001; Sun et al., 2008). L’activité de Vps34 est initiée par son
interaction avec Beclin 1 (Furuya et al., 2005). Les partenaires de Beclin 1 qui induisent
I’autophagie sont Ambral (Fimia et al., 2007), UVRAG (Liang et al., 2006), et bif-1
(Takahashi et al., 2007). La liaison de Beclin 1 avec les protéines anti-apoptotic Bcl2 ou Bcl-
x1 inhibe 1’autophagie (Pattingre et al., 2005). De plus, le récepteur inositol 1,4,5-triphosphate
(IPsR) qui se lie a Bcl-2, peut également interagir avec Beclin 1. Un autre composant du
complexe IPsR, NAF-1 (nutrient-deprivation autophagy factor-1), agit au niveau du réticulum
endoplasmique, avec Bcl-2 et stabilise I’interaction Bcl-2-Beclin 1 (Chang et al., 2010).
L’activation de JNKI1 (c-Jun NH,-terminal kinase-1) pendant une mise a jein conduit a la
phosphorylation de Bcl-2 et Bel-Xi, qui se détache de Beclin 1 ce qui induit la formation de
I’autophagosome (Wei et al., 2008a).

FIP200-ULK1/Atgl est un complexe macromoléculaire impliqué dans I’étape d’initiation de
I’autophagie. Atgl3 se lie a ULK1 ou 2 et sert de médiateur pour leur interaction avec
FIP200. En condition de mise a jelin, Atgl3 et ULKI1/2 sont déphosphorylés, activant
ULK1/2, qui phosphoryle FIP200 pour induire la formation de 1’autophagosome (Chan et al.,
2007; Chang and Neufeld, 2009; Ganley et al., 2009; Hosokawa et al., 2009a; Jung et al.,
2009).

4.4.2.1.2 L’élongation

Atg9 est une protéine transmembranaire qui circule entre le réseau trans-Golgi et les
endosomes, transportant ainsi des membranes pour I’expansion du phagophore (Young et al.,
2006). Deux réactions de type ubiquitine-like sont impliquées dans 1’élongation des structures
pré-autophagosomales. Dans la premiere réaction, la protéine Atgl2 est destinée a lier Atg5
(Mizushima et al., 1998). Atgl2 est d’abord activé par Atg7 (E1 ubiquitin activating enzyme-
like) puis transféré a AtglO (E2 ubiquitin conjugating enzyme-like). Atgl2 est finalement lié
a un résidu lysine (K130) d’Atg5 par la partie terminal COOH de sa glycine (Mizushima et
al., 1998). Atgl2-AtgS forme alors un conjugué avec Atgl6L1 (Atgl2-Atg5.Atgl6L),
résultant en un complexe tétramérique de Atgl2-Atg5.Atgl6L 1ié via le domaine coiled-coil
de Atgl6L. (Mizushima et al., 2003). Ce complexe est essentiel pour 1’élongation de la
membrane du pré-autophagosome, mais se dissocie de 1’autophagosome entierement formé.
La deuxieme réaction ubiquitine-like implique la protéine LC3 (protein microtubule-
associated protein 1 light chain 3). LC3 est synthétisé sous forme d’un précurseur et est clivé
dans sa partie COOH terminal par la protéase Atg4B (Hemelaar et al., 2003; Tanida et al.,
2004a), résultant en un isoforme cytosolique LC3-I.  LC3-I est conjugué a la
phosphatidylethanolamine (PE) dans une réaction impliquant Atg7 (E1-like) et Atg3 (E2-like)
pour former LC3-II (Kabeya et al., 2000; Tanida et al., 2004b). Ce dernier est adressé a la
membrane en cours d’élongation et, contrairement au complexe Atgl2-Atg5.Atgl6L, reste sur
I’autophagosome jusqu’a la fusion avec un lysosome, aprés quoi LC3-II sur la face
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cytosolique de 1’autolysosome peut délipidé par Atg4 et recyclé (Tanida et al., 2004a). LC3-1I
est ¢galement trouvé sur la surface interne de 1’autophagosome et sera dégradé dans
I’autolysosome. Son association spécifique avec 1’autophagosome, fait de LC3-II un excellent
marqueur pour étudier I’autophagie (Klionsky et al., 2012). Il existe une communication entre
les deux systemes ubiquitine-like c'est-a-dire que le complexe Atgl2-AtgS5.Atgl6L peut
fonctionner comme une protéine E3 ubiquitine ligase-like pour faciliter la conjugaison de
LC3-I a la PE (Hanada et al., 2007). AtglO interagit également avec LC3 pour faciliter sa
conjugaison avec PE (Nemoto et al., 2003). Une perte d’Atg3 ou une mutation perte de
fonction de Atg4B diminue la fermeture de la membrane (Fujita et al., 2008; Sou et al., 2008).
Ces mécanismes sont schématisés figure 38.
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Figure 38. Mécanisme de I'autophagie. D’aprés (Berridge, 2012).

4.42.1.3 La maturation et la fusion

L’autophagosome se déplace de maniere bidirectionnelle le long des microtubules avec une
préférence pour le centre organisateur des microtubules (MTOC), ot il y a un enrichissement
de lysosomes. Ce transport nécessite la fonction des protéines motrices de dynéine (Kimura et
al., 2008; Ravikumar et al., 2005; Webb et al.,, 2004; Williams et al., 2008). Une
dépolymérisation des microtubules ou une inhibition du transport dépendant de la dynéine
entraine une inhibition de 1’autophagie (Kochl et al., 2006; Webb et al., 2004).
L’autophagosome fusionne avec I’endosome puis le lysosome. L’étape de fusion implique des
protéines comme ESCRT, SNARESs, Rab7 et les protéines Vps de classe C (Atlashkin et al.,
2003; Filimonenko et al., 2007; Jager et al., 2004; Lee et al., 2007; Rusten et al., 2007).
UVRAG, une protéine interagissant avec Beclin 1, est impliquée dans 1’étape de maturation
en recrutant la machinerie de fusion sur I’autophagosome. Cette fonction est indépendante de
Beclin 2. UVRAG active Rab7 en recrutant les protéines Vps de classe C, ce qui entraine la
fusion avec I’endosome tardif et le lysosome (Liang et al., 2008). Rubicon, une protéine qui
interagit avec Beclin 1, fait partie d’'un complexe contant hVps34, hVpsl5, et UVRAG qui
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supprime la maturation de I’autophagosome (Matsunaga et al., 2009; Zhong et al., 2009).
L’acidification lysosomale est également nécessaire au bon fonctionnement de la fusion
(Yamamoto et al., 1998).

4.4.2.2 Activation de I’ autophagie en condition de mise a jeun.
Quand la cellule manque de nutriments essentiels, I’autophagie est activée pour fournir les
composants manquants. Dans le foie, I’autophagie est déclenchée aprés une mise a jeun pour
produire des acides aminés qui, aprés conversion en glucose, seront utilisés pour 1’énergie
nécessaire au cerveau et aux érythrocytes. Il en est de méme dans le tissu musculaire, mais de
facon moindre (Kuma et al., 2004; Mizushima et al., 2004).

4.4.2.2.1 Sirtuin et déacétylation des protéines.

Les sirtuins (Sirt) sont des protéines déacétylases agissant sur les histones et des cibles non-
histones (Haigis and Sinclair, 2010; Michan and Sinclair, 2007). 1l existe 7 paralogues dans le
génome humain (Sirtl-7). La sirtuine la plus étudiée est la Sirtl qui a un large répertoire de
cibles non histones, incluant des facteurs de transcription et des composants de voies de
signalisation impliqués dans le controle de la survie/mort cellulaire et de la dépense
énergétique. Il a été montré qu’il existe une corrélation entre I’autophagie et les niveaux de
Sirtl (Cui et al., 2006; Zeng et al., 2012). L’induction de I’autophagie nécessite des processus
activant Sirtl ou des voies de signalisations modulées par 1’activité de Sirtl (True and
Matthias, 2012). L’activité de Sirtl peut influencer 1’autophagie en agissant directement sur
les composants de la machinerie autophagique. De plus, in vitro, Sirtl peut déacétyler Atgs,
Atg7, et LC3 (Lee et al., 2008). Les souris mutantes pour Sirtl présentent un phénotype
ressemblant aux souris Atg5 mutantes (Nezis and Stenmark, 2012). Sirt]l peut promouvoir
I’expression de composants de la machinerie autophagique en désacétylant des facteurs de
transcription qui vont activer des génes de ’autophagie (Daitoku et al., 2011; Huang and
Tindall, 2007). De plus Sirt]l peut désacétyler FoxO3 ce qui va entrainer une augmentation de
I’expression du geéne pro autophagique Bnip3 et d’autres génes comme ULK2, Beclinl,
VPS34, Atgl2, AtgdB et LC3 (Kroemer et al., 2010). Sirt] bloque la translocation nucléaire
de p53 et donc réprime 1’autophagie (Han et al., 2008). Sirtl peut également inhiber la
transactivation de RelA/p65 dans la signalisation NF-kB (Yeung et al., 2004) ce qui peut
moduler ’autophagie (Comb et al., 2011; Criollo et al., 2010b; Liu et al., 2012).

4.4.2.2.2 Voie de signalisation mTOR.

La voie de signalisation mTOR (mammalian Target Of Rapamycine) est la plus étudiée dans
la régulation de I1’autophagie chez les mammiféres. mTOR régule diverses fonctions
cellulaires comme I’initiation de la traduction, la croissance et la prolifération cellulaire, la
biogénese des ribosomes, la transcription, la réorganisation du cytosquelette (Sato-Kusubata
et al., 2000). mTOR est I’orthologue de TOR chez la levure, connu pour réguler I’autophagie
(Levine and Klionsky, 2004). Deux complexes sont impliqués dans cette voie, mTORCI,
régulant I’autophagie, et mTORC2 qui ne régule pas directement 1’autophagie (Guertin and
Sabatini, 2009; Yang and Guan, 2007). Différents signaux, comme les facteurs de croissances,
les acides aminés, le glucose, le statut énergétique et différentes formes de stress régulent la
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signalisation via mTORC1 (Sarbassov et al., 2005). L’activité de mTORCI1 peut étre inhibée
par la rapamycine, un inducteur de 1’autophagie (Boland et al., 2008; Kim et al., 2002; Noda
and Ohsumi, 1998; Ravikumar et al., 2002; Ravikumar et al., 2004; Rubinsztein et al., 2007).
L’inhibition de mTORCI1 et I’induction de 1’autophagie par la rapamycine est associée a une
diminution de la phosphorylation de S6K1 (ribosomal protein S6 kinase-1 appelée aussi
p70S6K) et de la protéine de liaison du facteur d’initiation de la traduction 4EBP-1 sur la
Thr389/Thr421/Ser424 et Thr37/Thr46, respectivement (Klionsky and Emr, 2000; Sarbassov
et al., 2005; Schmelzle and Hall, 2000). Dans les corps gras de drosophile, TOR est inactivé
pendant 1’autophagie induite par une mise a jeun, 70S6K doit étre activé pendant un moment
pour permettre une autophagie maximale. Cela se fait probablement en inhibant la voie PI3K
par une boucle de rétrocontrle négatif impliquant la dérégulation du substrat du récepteur de
I’insuline (IRS) (Scott et al., 2004). De plus, I’activation de p70S6K semble nécessaire, mais
pas suffisante pour induire I’autophagie (Scott et al., 2004). Il existe une autre petite molécule
inhibitrice de mTOR, Torinl, qui induit 1’autophagie avec une meilleure efficacité que la
Rapamycine. Bien que Torinl inhibe mTORCI1 et 2 directement, son effet sur I’autophagie est
mTORC?2 indépendant, mais mTORC1 dépendant, dii a la suppression de la fonction de
résistance a la Rapamycine de mTORCI, qui est nécessaire a I’inhibition de I’autophagie
(Thoreen et al., 2009).

D’autres conditions, comme la privation en nutriments, inhibe le complexe mTORCI et induit
I’autophagie (Kim et al., 2002; Klionsky and Emr, 2000; Meijer, 2008). L’autre complexe
mTOR, mTORC?2, qui phosphoryle (Ser-473) et active Akt, est connu pour étre rapamycine
insensible. Cependant, des études récentes ont montré qu’un traitement prolongé a la
rapamycine inhibe I’activité de mTORC2 et la voie de signalisation d’Akt dans certains types
cellulaires (Sarbassov et al., 2006; Zeng et al., 2007).

La plupart des mécanismes moléculaires liant la voie de signalisation TOR a ’autophagie a
été étudié chez la levure ou la kinase Atgl et le complexe atgl-Atgl3-Atgl7 agissent en aval
de la signalisation TOR, en régulant la formation de 1I’autophagosome (Kamada et al., 2000;
Xie and Klionsky, 2007). Atgl3 se lie a ULK1 ou 2 pour permettre son interaction avec
FIP200, et former un complexe stable ULK1/2-Atg13-FIP200 qui envoie des signaux a la
machinerie autophagique en aval de mTOR (Ganley et al., 2009; Hosokawa et al., 2009a;
Jung et al., 2009). En condition riche en nutriments, mMTORCI inhibe 1’autophagie par une
interaction directe avec ce complexe, et inhibe de fagon phosphorylation dépendante I’activité
kinase de Atgl3 et Ulkl. Apres mise a jeun ou traitement a la rapamycine, mTOR se dissocie
du complexe résultant en une inhibition de la phosphorylation médié par mTOR de Atgl3 et
ULKI. Ceci conduit a I’activation par déphosphorylation de ULK1/2, Atgl3 et FIP200 qui
permet 1’autophagie (Ganley et al., 2009; Hosokawa et al., 2009a; Jung et al., 2009).

44223 PIBK

Une cascade de signalisation majeure controlant mTORCI est la voie de signalisation PI3K
(Klionsky and Emr, 2000). PI3K activé, convertit PIP, (phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphate) en PIP; (phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate), qui a son tour recrute PDK1
(phosphoinositide-dependent kinase 1) et AKT/PKB, a la membrane plasmique (Cantley,
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2002). AKT est phosphorylé par mTORCI1 et PDK1. AKT module I’autophagie régulée par la
voie PI3K(Datta et al., 1997).

Les différentes classes de PI3K ont différents effets sur 1’autophagie (Meijer and Codogno,
2006). Une augmentation de PIP;, inhibe I’autophagie en induisant 1’activation d’AKT (Petiot
et al., 2000), alors que I’hyperactivité de la phosphoinositide phosphatase PTEN, un
suppresseur de tumeur, stimule I’autophagie en inhibant la voie PI3K (Arico et al., 2001).
L’augmentation des niveaux des produits de PI3K de classe III, PI-3-P, stimule 1’autophagie
(Petiot et al., 2000).

44224 AMPK

mTORCI1 peut étre un capteur de changement dans le statut énergétique de la cellule via
AMPK (Meijer and Codogno, 2006). AMPK phosphoryle directement TSC2, qui permet
d’autres phosphorylations de TSC2 par la glycogene synthase kinase 3 (GSK-3) pour inhiber
la voie de signalisation mTOR (Inoki et al., 2006). L’inhibition de GSK3-f supprime
I’autophagie en activant mTOR (Sarkar et al., 2008). Chez la levure I’activation d’AMPK
inhibe TOR et stimule I’autophagie. Chez les mammifere, 1’activateur d’AMPK, AICAR,
inhibe I’autophagie mais cela n’est probablement pas di a un effet direct sur AMPK (Meijer
and Codogno, 2007). LKB1 et la protéine kinase [3 Ca”*/Calmoduline dépendante (CaMKKf)
joue un role dans la phosphorylation et I’activation d’AMPK. De plus, AMPK peut étre activé
par d’autres kinases en amont, mais la signification physiologique n’est pas trés claire.

4.4.2.2.5 Autres kinases impliquées dans 1’autophagie induite par la mise a
jeun.

La voie de signalisation MAPK/ERK (mitogen-activated protein kinase / extra cellular
regulated kinase), qui est souvent activée dans les cancers, régule [’autophagie. Les
carcinogenes activent la voie MAPK/ERK et entrainent une diminution de 1’autophagie
(Corcelle et al., 2006). Cependant I’autophagie induite par une mise a jeun active la voie de
signalisation ERK1/2 MAPK et I’inhibition de cette voie de signalisation par un inhibiteur
supprime 1’induction de I’autophagie par une mise a jeun dans la lignée cellulaire HT-29 du
cancer du colon humain (Ogier-Denis et al., 2000). Une activation continue de MEK/ERK
entraine un désassemblage complet de mTORC1 et mTORC2, améliorant fortement I’activité
de Beclin 1 et entrainant une cytodestruction, alors qu’une faible amélioration de 1’activité de
Beclin 1, entrainant une cytoprotection est médiée par une activation transitoire de MEK/ERK
(Wang et al., 2009a).

Une protéine hétérotrimérique Gg3 régule I’autophagie dans la lignée cellulaire HT-29.
L’autophagie est minimale quand Gy3 est lié a GTP et elle est stimulée quand G3 est lié a
GDP (Ogier-Denis et al., 1996). De méme, Ga-interacting protein (GAIP), qui est un
régulateur de la signalisation protéine G (RGS) et active I’hydrolyse de GTP par la protéine
Go3, augmente 1’autophagie (Ogier-Denis et al., 1997). L’activation de ERK1/2 stimule
I’autophagie en phosphorylant GAIP qui stimule son activité GTPase envers la protéine G
li¢ a GTP. Cette phosphorylation de GAIP est sensible aux acides aminés, car I’inhibition de
I’autophagie par les acides aminés correle avec I’inhibition des MAP kinases ERK1/2 et un
faible niveau de phosphorylation de GAIP (Ogier-Denis et al., 2000). Les acides aminés
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interferent avec 1’autophagie dépendante de ERK1/2 en inhibant 1’activation de la kinase Raf-
1 (Pattingre et al., 2003).

4.4.2.3 Spermidine, autophagie et longévité.

Le vieillissement est un mécanisme complexe, qui avec une accumulation de molécules
endommagées, d’organelles, de cellules, de tissus et d’organes entraine un déclin progressif
des fonctions et 1’organisme devient plus sensible aux maladies et éventuellement meure.
L’autophagie est un processus de recyclage des protéines endommagées et le recyclage des
composants cellulaires.

L’hypothése que 1’autophagie est impliquée dans le ralentissement du vieillissement et
I’augmentation de la durée de vie est soutenue par trois constats : (1) 1’abondance des
protéines liées a 1I’autophagie et 1’activité autophagique diminuent avec 1’age. Une diminution
de I’autophagie médiée par des protéines chaperonnes, et d’autres formes d’endocytose a lieu
dans la plupart des tissus des organismes vieillissants (Cuervo and Dice, 2000). (2) Un
criblage génétique de genes impliqués dans la régulation de la durée de vie chronologique
dans la levure a révélé qu'un certain nombre de mutants défectueux pour l'autophagie ont une
durée de vie plus courte (Matecic et al., 2010). (3) Chez des organismes ou la durée de vie est
augmentée par des manipulations génétiques ou pharmacologiques, [’autophagie est
nécessaire.

Donc I’autophagie doit jouer un role important dans le retardement du vieillissement et
I’augmentation de la durée de vie.

La diminution du niveau des principales PA (putrescine et spermidine) est observée dans
différents organes de mammiferes au cours du vieillissement (Scalabrino and Ferioli, 1984). Il
a été montré que la spermidine retarde le vieillissement et augmente la longévité chez les
levures, les mouches et les vers. Un régime enrichi en PA (putrescine, spermine et
spermidine) augmente également la durée de vie chez les souris (Soda et al., 2009).

Un traitement a la spermidine induit I’autophagie dans les systemes modéles comme la levure,
la mouche, le nématode et les mammiferes. La diminution de PA diminue la durée de vie de la
levure et augmente la nécrose. L’augmentation de la durée de vie médiée par la spermidine est
abolie chez la levure, la mouche et le ver, si I’autophagie est bloquée en mutant des genes
essentiels a I’autophagie comme ATG7 ou BCNI1. Ceci montre que la spermidine ralentit le
vieillissement et augmente la durée de vie de maniere dépendante de 1’autophagie (Eisenberg
et al., 2009b).

La spermidine promeut 1’autophagie puis induit une augmentation de la durée de vie par une
autre voie de signalisation que celle de la sirtuine 1. La spermidine inhibe 1’histone acétylase.
Ceci un role essentiel de I’hypoacétylation des protéines dans le contrdle de 1’autophagie et
dans la régulation de la longévité.

4.4.2.4 Autophagie et muscle squelettique.

L’autophagie et le muscle squelettique sont également étroitement liés. L’autophagie peut étre
régulée par les mécanismes d’adhésion cellulaire. Les protéines d’adhésion activent
différentes voies de signalisation affectant 1’autophagie. Quand le complexe dystrophine-
glycoprotéine se lie a la laminine, un composant intracellulaire du complexe appelé
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synthrophine se lie et active le complexe Racl, entrainant 1’activation de JNK, une protéine
qui régule positivement ou négativement I’autophagie (figure 39) (Wei et al., 2008a).
L’ablation de JNK entraine I’activation de FoxO entrainant une augmentation de 1’autophagie
et des protéines BNIP3 et BNIP3L. JKN active également le facteur de transcription c-jun, qui
lorsqu’il est surexprimé inhibe 1’autophagie en condition de mise a jeun (Yogev et al., 2010).
JKN peut phosphoryler Bcl-2 pour libérer Beclin 1 et entrainer I’autophagie (Wei et al.,
2008b). Les intégrines peuvent induire 1’autophagie via I’activation de p38 MAPK. Les
intégrines peuvent stimuler Erk1/2 qui active 1’autophagie via 1’activation de JNK (Riol-
Blanco et al., 2005). IKKao/B régule I’expression des geénes autophagiques en activant NF-
kB qui régule de maniére positive ou négative I’autophagie. IKKo/p peut également activer
I’autophagie de maniere indépendante de NF-kB (Salminen et al., 2012). Les cellules
exprimant une sous unité active du complexe IKK présentent une augmentation de
I’autophagie avec une augmentation du niveau d’AMPK et JNK phosphorylés (Criollo et al.,
2010a).

La voie PI3/Akt supprime 1’autophagie (Chen and Klionsky, 2011; Wu et al., 2009). Akt
active le complexe TORCI1 qui phosphoryle et inactive ULKI. Akt phosphoryle FoxO3a
empéchant ’activation de 1’autophagie (Mammucari et al., 2008). Les intégrines peuvent
activer la voie PI3K/Akt (Miranti and Brugge, 2002) rendant possible la suppression de
I’autophagie par les intégrines.

AMPK active I’autophagie en inhibant TORCI1 et en activant ULK1 via une phosphorylation
directe (Kim et al., 2011). Quand les niveaux d’ATP sont bas, LKB1 colocalise avec E-
cadhérine et active AMPK, ce qui donne un mécanisme potentiel d’activation de 1’autophagie
par les mécanismes d’interaction cellule-cellule ce qui correle avec 1’autophagie induite par le
détachement ou le contact cellule-cellule est maintenu (Sebbagh et al., 2009).

La régulation de I’autophagie est importante dans le muscle squelettique car elle permet le
maintien de la structure des myofibres et de la masse musculaire (Masiero et al., 2009).
Toutes ces régulations sont représentées figure 39.

Figure 39. Autophagie induite par I’adhésion cellulaire.

Le domaine intracellulaire des intégrines se lie a FAK qui active la cascade de signalisation
Ras/Raf/MEK/Erk. Les intégrines et la dystrophine peuvent activer la p38 MAPK. Erk et p38
phosphoryle JNK et induisent I'autophagie. JNK a son tour, peut inhiber I'autophagie en supprimant
FoxO ou promouvoir l'autophagie en activant c-jun, qui peut réguler I'autophagie de maniére
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positive ou négative. Les intégrines peuvent également activer la voie IKKa/B-NF-kB. IKKa/B peut
induire I'autophagie de maniére dépendante ou indépendante de NF-kB; cependant NF-kB peut
aussi inhiber I'autophagie dans certains cas. Les intégrines activent également PI3K/Akt/TORC1, qui
inhibe I'autophagie en phosphorylant et en inhibant FoxO1 et Ulkl. LKB1 se lie aux E-cadhérine et
active AMPK. AMPK active ULK1 et inhibe TORC1 entrainant une augmentation de I'autophagie.
Certaines évidences montrent que l'adhésion cellule-cellule peut également activer l'inducteur
autophagique elF2a. D’aprés http://dx.doi.org/10.5772/55398 (Nollet, 2013).

4.5 Polyamine et maladies.

4.5.1 Cancer.

Les cellules a forte croissance et les cellules tumorales présentent une forte activité ODC et
SAMdc décarboxylase. Comme les PA sont impliqués dans la croissance cellulaire, leur
synthese est une cible pour la thérapie anti-néoplastique (Chen et al., 2004; Davidson et al.,
1999; Gugliucci, 2004; Thomas and Thomas, 2003; Wallace and Fraser, 2003). La
surexpression d’ODC est souvent associée avec la tumorigénese (Alhonen et al., 1995).

Dans le cancer du sein, il existe une corrélation positive entre le contenu en PA des tumeurs et
la récidive du cancer. D’autres études ont été menées et, dans la plupart des cas, il y a un lien
entre un haut niveau de PA et de mauvais pronostiques (Wallace et al., 2003).

Cependant, les traitements a la DFMO ne sont pas efficaces pour inhiber le développement
des tumeurs (Gugliucci, 2004). La diminution du niveau de PA par la DFMO est, en partie,
compensée par les PA retrouvés dans la nourriture. Les composants qui préviennent le
transport des PA sont efficaces pour augmenter ’effet antiprolifératif de la DFMO (Thomas
and Thomas, 2003). C’est pourquoi, différents analogues ont été¢ générés pour inhiber la prise
de PA (Wallace et al., 2003). Plusieurs composés cytotoxiques sont développés et deux
groupe d’analogues de PA sont prometteurs : les oxa-polyamines et la bioxynaphtalamide.
L’oxa-spermine ou 1’oxa-spermidine ne montrent pas d’activité biologique. Cependant, leur
dérivé sulphoaminé présentent une cytotoxicité contre un panel de cellules tumorales
humaines (Kong Thoo Lin et al., 2003).

4.5.2 Infections parasitaires.

Le DFMO est un agent anti-parasitaire efficace, puisqu’il permet de traiter des infections a la
Trypanosoma brucei brucei (TB) chez les mammiferes (Wallace et al., 2003). L’efficacité de
DFMO contre TB a plusieurs causes. Une des raisons est la grande divergence de stabilité de
I’enzyme ODC du parasite et de I’hote. L’ODC du parasite est quasiment stable, alors que
celle de ’humain a un turn-over rapide. Ceci implique que ’ODC nouvellement synthétisée
remplace rapidement 1’ODC inactivée par le DFMO chez I’humain mais pas chez le parasite
(Heby et al., 2003). Donc le DFMO prévient la synthése de trypanothione (I’équivalent du
glutathion chez le parasite), qui protege la cellule du stress oxydatif (Wallace et al., 2003). Le
DFMO est également efficace dans le traitement de maladies, comme la maladie de Chaga, la
leishmaniose ou la malaria (Heby et al., 2003; Wallace et al., 2003).
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4.5.3 Diabetes.

Le glycation joue un rdle important dans les complications du diabete. Une étude in vitro a
montré que la spermine et la spermidine pouvaient avoir des effets anti-glycation a une
concentration physiologique (Gugliucci and Menini, 2003). Ceci suggere un rdle anti-
glycation naturelle des polyamines. De plus, 1’activation du catabolisme chez des souris
SSAT transgéniques entraine une augmentation du nombre de mitochondrie dans le tissu
adipeux blanc, un taux plus élevé du métabolisme basal et une augmentation de la sensibilité a
I’insuline (Pirinen et al., 2007). Ces changements peuvent provenir de l’augmentation
d’AMPK et de I’expression de PGC-la (peroxisome proliferator-activated receptor y
coactivator la) dans le tissu adipeux blanc. AMPK est un activateur de PGC-1a (Attie and
Kendziorski, 2003), qui est le régulateur principal de la biogénese mitochondriale et de la
dépense énergétique (Canto and Auwerx, 2009). L’activation du catabolisme dans le foie va
entrainer une augmentation de PGC-1a, qui stimule I’expression de CYP7A1 dans le foie, le
geéne limitant dans la synthése de I’acide biliaire et donc 1’augmentation de I’élimination du
cholestérol (Pirinen et al., 2010). De plus, la surexpression de PGC-1a dans le foie des souris
transgénique sur exprimant SSAT est associée a une amélioration de I’homéostasie du glucose
(Cerrada-Gimenez et al., 2010). L’augmentation du catabolisme des PA dans le foie et le
muscle squelettique améliore I’homéostasie du glucose et du cholestérol (Koponen et al.,
2012).

4.6 Récepteur des androgenes et polyamines

L’expression d’ODC1 est régulée par 1’age et le sexe, ce qui reflete les niveaux de
testostérone. Il a ét¢ montré que I’expression d’ODC1 est diminuée dans les muscles de souris
chez lesquelles le RA est délété ou apres castration (MacLean et al., 2008; Notini et al., 2005).
Le RA régule I’expression d’ODC1 dans les myoblastes et ODC1 régule la prolifération des
myoblastes (Lee et al., 2011).

ODCI est directement régulé par le RA dans le rein (Goldstone et al., 1982), avec un ARE
fonctionnel identifié dans la région promotrice (Crozat et al., 1992).

Il est nécessaire de réaliser des études complémentaires afin de déterminer les voies de
signalisation par lesquels les actions des androgenes sont relayées dans le muscle squelettique
et si ces actions se font via les PA.

Les PA étant également impliqué dans le développement du diabete de type 2, nous allons
nous intéresser au métabolisme du glucose.
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5 Role du récepteur des androgenes dans le métabolisme
du glucose.

Dans les pays développés, I’augmentation du nombre de personnes obeses est de plus en plus
marquée. De plus, le diabéte de type II et d’autres facteurs de risques cardiovasculaires sont
de plus en plus fréquents. Ces désordres métaboliques sont regroupés sous le terme syndrome
métabolique.

5.1 Le syndrome métabolique : description et physiopathologie

C’est le professeur Reaven qui, dans les années 1980, propose le concept de syndrome
métabolique (Reaven, 1988). 1l décrit le regroupement chez un méme individu de différentes
anomalies métaboliques et cardiovasculaires, comme la résistance a I’insuline, 1’obésité
abdominale, I’hypertension, la dyslipidémie et I’hyperglycémie. La résistance a 1’insuline et
I’obésité abdominale sont considérées comme les principaux facteurs responsables du
syndrome métabolique. Néanmoins d’autres facteurs y contribuent (inflammation et
dysfonctionnements endothéliaux).

5.1.1 Physiopathologie de la résistance a ’insuline.

L’insuline est le régulateur majeur des niveaux de glucose sanguin. En effet, ’insuline stimule
la captation du glucose par le muscle et le tissu adipeux, et inhibe la production de glucose
hépatique. L’insuline stimule la lipogénese, la synthese de glycogene et de protéines dans le
muscle, le foie et le tissu adipeux. Elle inhibe la glycogénolyse, la lipolyse et le catabolisme
protéique. La résistance a I’insuline se définie comme une insuffisance de la réponse a cette
hormone des organes cibles et conduit a la production compensatoire d’insuline par le
pancréas, ce qui entraine une hyperinsulinémie. Les facteurs contribuant au développement de
la résistance a I’insuline sont le facteur de nécrose tumorale oo (TNFa) et les acides gras libres
(AGLs).

5.1.1.1 Role de TNFa et AGLs dans le développement de la résistance a l’'insuline

TNFa est une cytokine inflammatoire produite en réponse a un stimulus inflammatoire par
plusieurs types cellulaires et notamment les macrophages. TNFa a des effets négatifs sur la
sensibilité a I’insuline et le métabolisme du glucose. En interférant avec la cascade de
signalisation de I’insuline, il exerce un effet inhibiteur sur la sensibilit¢ a I’insuline
(Hotamisligil et al., 1994; Hotamisligil et al., 1996).

Les AGLs participent au développement d’une résistance a I’insuline dans le muscle et le
tissu adipeux. Dans le muscle squelettique, c’est 1’augmentation des acides gras qui interfere
avec la cascade de signalisation insulinique et induit la résistance a 1’insuline (Boden et al.,
1994; Savage et al., 2005; Shulman, 2000). Dans les adipocytes, la captation de glucose est
réduite par les AGLs et les effets inhibiteurs de I’insuline sur la lipolyse sont supprimés ce qui
renforce la production d’AGLs (Boden and Shulman, 2002).
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5.1.1.2 Obésité et résistance a [’insuline.

La résistance a I’insuline et 1’obésité sont fortement associés. En cas d’obésité, il y a une
augmentation de la libération d’AGs par le tissu adipeux, ce qui va induire une résistance a
I’insuline (Wassink et al., 2007).

Lorsque la production de cytokines inflammatoires (TNFa, leptine, interleukine-6) et anti-
inflammatoire (adiponectine) par les adipocytes est déséquilibrée, cela conduit a un état
inflammatoire et a une diminution de la sensibilité a I’insuline des organes cibles (Boden et
al., 1994; Greenberg and McDaniel, 2002).

5.1.2 Conséquences métaboliques de la résistance a ’insuline.
5.1.2.1 Hyperglycémie.

La résistance a I’insuline va entrainer une augmentation de la production d’insuline par le
pancréas afin de maintenir des niveaux normaux de glucose sanguin. Si cette compensation
n’est pas suffisante, les niveaux de glucose augmentent ce qui conduit a une hyperglycémie
(Reaven, 2005).

5.1.2.2 Hypertension

L’augmentation de la pression artérielle induite par 1’insulino-résistance et 1’obésité
s’explique par plusieurs mécanismes agissant en synergie. Une stimulation du systéme
nerveux sympathique serait a ’origine d’une vasoconstriction, une altération de la fonction
endothéliale et un réabsorption accrue du sodium par le rein (Wassink et al., 2007).

5.1.2.3 Dyslipidémie

Le diabete de type II et le syndrome métabolique sont caractérisés par une trés grande
fréquence des anomalies lipidiques a la fois quantitatives et qualitatives. Les anomalies
quantitatives sont [1’hypertriglycéridémie et la diminution du HDL-choléstérol. Les
qualitatives comprennent des VLDL de grandes tailles, un enrichissement des LDL et HDL en
triglycérides et une oxydation des LDL. Ces anomalies sont athérogenes (Verges, 2005).

Les facteurs qui contribuent au développement du syndrome métabolique sont résumés sur la
figure 40.
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Figure 40. Physiopathologie du syndrome métabolique.

Surproduction des AGLs et production de cytokines pro-inflammatoires (TNFa et IL-6) par le tissu
adipeux. Les AGLs sont responsables d’une augmentation de la production de glucose et de
triglycérides dans le foie, une augmentation des lipoprotéines (VLDL, HDL, LDL). D’aprés (Eckel et al.,
2005).

5.2 Androgenes et métabolisme du glucose

Les niveaux de testostérone sont plus faibles chez les hommes ayant un syndrome
métabolique et un diabete de type 2 (Liu et al., 2013). Des études cliniques sur des patients
ayant une déficience en androgenes (syndrome de Klinefelter) et des patients suivant un
traitement de déprivation androgénique dans un cas avancé de cancer de la prostate
confirment 1’association entre les androgeénes et les niveaux de glucose. Dans une étude
japonnaise, les niveaux de testostérone sont plus hauts chez les hommes diabétiques comparés
aux contrdles d’age et d’indice de masse corporelle similaire (Goto et al., 2012).

Les niveaux de testostérone sont également importants pour déterminer les futurs risques de
développer un diabete de type 2. Lorsque leur taux de testostérone total est élevé, les hommes
présentent moins de risque de développer un diabetes de type 2 que les hommes dont le
niveau de testostérone est plus faible (Ding et al., 20006).

De nombreuses études incluant la testostérone et la globuline se liant aux hormones sexuelles
(SHBG) ont montré que la SHBG est un déterminant plus important pour le diabete de type 2
(Grossmann, 2011; Lakshman et al., 2010). De plus, chez les hommes souffrants de diabete de
type 2, la SHBG, mais pas les niveaux de testostérone, est associé a un mauvais controle
glycémique (Grossmann et al., 2008). Il se peut que SHBG et 1’adiposité interagissent en
fonction de 1’4ge et du status d’obésité basal pour contribuer de fagon différentielle au
développement du syndrome métabolique chez I’homme.

Une étude a montré que dans un groupe de jeunes hommes en bonne santé atteints
d’hypogonadisme hypogonadotrophique idiopathique étudié apres I'arrét de la thérapie de
remplacement de la testostérone, les niveaux d’insuline aprés mise a jeun sont augmentés en
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absence de changement dans la composition corporelle. Ceci suggere une modulation directe
de la sensibilité a I’insuline par les androgenes (Yialamas et al., 2007).

Apres une mise a jeun d’une nuit, les niveaux de testostérone sont plus élevés (Sartorius et al.,
2012). Une mise a jeun plus longue, entraine une diminution de la sécrétion de LH et de
testostérone chez I’homme avec des effets différents en fonction de 1’age (Aloi et al., 1997;
Bergendahl et al., 1998).

Les androgenes sont impliqués dans différents mécanismes au cours de la vie d’une personne
et notamment dans la régulation de la masse et de la force musculaire mais exercent
également des fonctions métaboliques. Il est nécessaire de réaliser des modeles animaux afin
d’étudier spécifiquement le rdle des androgenes via leur récepteur dans muscle squelettique.
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6 Systeme de mutations somatiques ciblées chez la souris.

L’invalidation fonctionnelle de génes en introduisant une mutation dans la lignée germinale
chez les souris a permis des avancés importantes dans la compréhension du role des genes in
vivo. Des souris chez lesquelles le RA est invalidé dans toutes les cellules ont été générées et
il a été montré que la masse et la force musculaire et la résistance a la fatigue sont diminuées
(MacLean et al., 2008). Cependant, I’invalidation d’un geéne dans I’organisme entier peut
entrainer un phénotype complexe qui ne permettra pas de déterminer les effets particuliers
dans un tissu donné. En 1981, Austin et collaborateurs mettent en évidence le systeme de
recombinaison Cre-LoxP dans le bactériophage P1, ce qui permet le développement d’une
nouvelle technique de mutations somatiques ciblées (Austin et al., 1981). Le systeme Cre-
LoxP consiste en une recombinaison homologue de deux segments d’ADN, les sites LoxP,
grace a la Cre recombinase. Les sites LoxP se composent de deux séquences palindromiques
de 13 bp, séprarées de 8 bp. La recombinaison entre deux sites loxP insérés dans I’ADN dans
des directions opposées entraine une inversion de la séquence comprise entre les deux sites
loxP (séquence floxée). En revanche la recombinaison entre deux sites loxP de méme
orientation entraine une excision de la région d’ADN comprise entre les deux sites.

Dans les années 1990, Orban et collaborateurs ont montré que 1’expression de la Cre
recombinase dans une souris portant des séquences d’ADN floxées induit 1’excision de cette
séquence (Orban et al., 1992). Puis I’utilisation de promoteurs tissus spécifiques pour
I’expression de la Cre recombinase a permis de réaliser le ciblage de génes de maniere
sélective dans un tissu donné. L’utilisation du promoteur de 1’actine o squelettique humaine
permet de cibler les génes spécifiquement dans le muscle squelettique (Miniou et al., 1999;
Schuler et al., 2005). De plus, il est également possible de contrdler dans le temps ’activité de
la Cre recombinase. En effet, le laboratoire a généré une lignée de souris chez laquelle
I’expression de la Cre Recombinase est inductible. Pour cela le gene Cre a été fusionné avec
le cDNA codant pour le LBD du récepteur des cestrogénes humains (hERa) (Metzger et al.,
1995). Afin d’éviter que la recombinase Cre ne soit activée par les cestrogenes endogenes, le
LBD du hERa est muté, donnant une nouvelle recombinase Cre chimérique (Cre-ERTZ), dont
I’activité est induite par un ligand de synthése, le tamoxiféne (Feil et al., 1997). Cette
technique d’invalidation spacio-temporelle des génes est un outil puissant pour 1’étude de leur
fonction in vivo.
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7 Objectif de la these.

Le role anabolique sur les androgénes a été mis en évidence en réalisant des traitements
androgéniques chez I’homme (Bhasin et al., 2001). Cependant ces études n’apportent pas de
réponses concernant les mécanismes d’action des androgenes.

Il est vrai que des traitements androgéniques sont réalisés chez I’homme afin d’éviter la perte
de masse et de force musculaire liée a 1’age ou a différente maladie. Mais un traitement
prolongé aux androgenes peut entrainer différents effets secondaires et notamment le
développement du cancer de la prostate. Afin de mettre en évidence le role des androgeénes
spécifiquement dans le muscle squelettique, il est important d’étudier les mécanismes
moléculaires. Des études ont été réalisées sur des animaux dont le récepteur des androgenes
est invalidé de maniere ubiquitaire. Les effets relayés spécifiquement au niveau du muscle
n’ont donc pas pu étre déterminés. De plus, le RA étant exprimé dans différents types
cellulaires au sein du muscle squelettique (fibroblastes, cellules satellites, myocytes) aucune
étude n’a pu mettre en évidence le rdle des androgenes spécifiquement dans chacun de ces
types cellulaires.

Une étude des souris AR™™ réalisée au laboratoire a permis de mettre en évidence que les
androgenes via leur récepteur dans les myofibres controlent la force musculaire,
indépendemment de la masse dans les muscles des membres (Chambon et al., 2010).
Cependant les mécanismes moléculaires sont mal connus. De plus ces résultats suggerent que
le contrdle de la masse des muscles des membres n’est pas contrdlé par les androgénes dans
les myofibres.

Ainsi, I’objectif de ma these est de mieux comprendre le rdle des androgénes dans les
différents types cellulaires dans le contrdle de la masse et de la force musculaire, et de
déterminer par quelles voies de signalisation elles sont relayées. Pour répondre a ces questions
nous avons générés au laboratoire des modeles murins chez lesquels le RA est sélectivement
invalidé (1) dans les myofibres de maniere constitutive ou spécifiquement a 1’age adulte et (2)
dans les cellules satellites. Il s’agit également de comprendre si le RA joue un rdle dans la
régénération musculaire.

De plus, des études chez I’homme suggérent que les niveaux de testostérone jouent un role
dans la prédiction du développement du diabéte de type II. En revanche, peu d’analyse ont été
réalisées afin de comprendre les mécanismes moléculaires sous-jacents. C’est pourquoi, je me
suis également intéressée au rdle des androgenes dans les myofibres sur le contrdle du
métabolisme glucidique.
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Elevage des souris.

Les souris sont €élevées au sein de 1’animalerie de I’Institut de Génétique et de Biologie
Cellulaire et Moléculaire (IGBMC) ou de I’Institut Clinique de la Souris (ICS) a une
température et un taux d’humidité constants, une alternance jour/nuit de 12 h et un acces libre
a P’eau et a la nourriture standard pour rongeur (2800 kcal/kg, usine d’alimentation
rationnelle). Les animaux sont sacrifiés par dislocation cervicale et les tissus sont prélevés,
pesés et congelés dans de 1’azote liquide. Les tissus sont conservés a -80°C en attendant
d’effectuer les analyses biochimiques. Les croisements et le maintien des souris ont été
réalisés en suivant les régles de I’institut, sous la supervision du Dr. Metzger Daniel (N°
agrément : 67.109). Tous les protocoles expérimentaux ont été approuvés par le comité
d’éthique de I'lGBMC.

Génération de cohortes de souris chez lesquelles le RA est invalidé spécifiquement dans
les myofibres.

Les souris HSA-Cre/AR™" et les souris ARY™” ont été établies au laboratoire sur un fond
génétique C57BL/6. Les groupes de souris HSA-Cre/AR™" et les souris AR™” ont été

1212
ou d’un

obtenus par accouplement d’un male HSA-Cre/AR™" avec deux femelles AR
male AR™" avec deux femelles HSA-Cre/AR™".

Les souris HSA-Cre-ER™/AR™" et les souris AR™” ont été établies au laboratoire sur un
fond génétique C57BL/6. Les groupes de souris HSA-Cre-ER"™/AR™” et les souris AR™”
ont été obtenus par accouplement d’un male HSA-Cre-ER™/AR"" avec deux femelles
AR ou d’un male AR™ avec deux femelles HSA-Cre-ER™/AR™. Les souris males,
agées de 6-7 semaines, sont injectées par voie intra-péritonéale avec 1 mg/jour de tamoxifene
dans 100 pl d’huile pendant 5 jours. Les souris controles sont injectées avec de 1’huile
(véhicule). Les souris Pax-CreER"™/AR™" ont été générée en croisant les lignées Pax-
CreER™ (Murphy et al., 2011) et AR™”. Les souris males, 4gées de 6-7 semaines, sont
injectées au tamoxifene de la méme maniére que les souris HSA-Cre-ER"/AR™"

Génotypage.

L’ADN génomique est isolé a partir de biopsies de queue ou de muscle. La digestion des
tissus s’effectue pendant une nuit a 55°C dans 100 pl du tampon de lyse (Direct PCR lysis
reagent, Viagen Biotech. Inc.), supplémenté de 1 mg/ml de protéinase K (Sigma chimie). Le
lendemain, la protéinase K est dénaturée pendant 45 minutes a 85°C au bain marie. L’ADN
est amplifié par réaction en chaine par polymérase (0.3 mM oligonucléotides sens, 0.3 mM
oligonucléotides anti-sens, 5 U/ml Taq polymérase, 10 mM dNTP dans du tampon contenant
3 M KCI, 1 M MgCl,, 2 M Tris pH8.8). Les oligonucléotides utilisés pour déterminer la
présence de I’allele excisé et de la recombinase Cre ou Cre-ER'? sont listés dans le tableau 1.
L’ADN est dénaturé pendant 5 minutes a 94°C, puis amplifié sur 30 cycles (dénaturation
pendant 15 secondes a 92°C, hybridation pendant 30 secondes a 61°C, élongation pendant 30
secondes a 72°C). Les fragments amplifiés sont séparés par électrophorése sur gel d’agarose 2
% et visualisés par révélation du bromure d’éthidium (0,5 mg/ml) incorporé dans I’ADN.
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Cre 5’-TTCCCGCAGAACCTGAAGATGTTCG-3’
Cre 5’-GGGTGTTATAAGCAATCCCCAGAAATGC-3’
AR 5’-CTGCCTCCGAAGTGTGGTAT-3’

AR 5’-GCCAGAAGCTTCATCTCCAC-3’

obDC1 5’-CATCCAAAGGCAAAGTTGGA-3’
OoDC1 5’-CATGGAAGCTCACACCAATG-3’

AMD 5’-TCATGAAGCCTTCTCACCAAGGGT-3’
AMD 5’-TCGGCTCTCTGGGAAATCCAAAGT-3’
SMOX 5’-TCTGCACAGAGATGCTTCGACAGT-3’
SMOX 5’-TTGAGCCCACCTGTGTGTAGGAAT-3’
Myomésine 5’-GTGGCTTCTCGTTTTTCAGC-3’
Myomeésine 5-AGGTGGTCTCCCTGATGTTG-3’
Myotiline 5’-CATCCTGATCATTGGCCTCT-3’
Myotiline 5’-ATGCTGCTGCTGTGTTTCAG-3’
Téléthonine 5-CTGGTACGGCAGCTGGTATT-3’
Téléthonine 5’-TTGCACGAGGAGGATACACA-3’

Ryrl 5’-GAAGGTTCTGGACAAACACGGG-3’
Ryrl 5’-TCGCTCTTGTTGTAGAATTTGCGG-3’
Sarcolipine 5’-TGATTGCACACCAAGGCTT-3’
Sarcolipine 5-TGTGCCCCTGCTCCTCTTC-3’

SERCA1 5’-CACCACCAACCAGATGTCAG-3’
SERCA1 5’-AGCCAGTGATGGAGAACTCG-3’

IGF1 5’-TGCTCTTCAGTTCGTGTG-3’

IGF1 5’-ACATCTCCAGTCTCCTCAG-3’
Myogénine 5’-CCTTAAAGCAGAGAGCATCC-3’
Myogénine 5’-GGAATTCGAGGCATATTATGA-3’
Desmin 5’-ATCCAGACCTTCTCTGCTCTCAA-3’
Desmin 5’ -TGTCTTTTTGGTATGGACTTCAGAAC-3’
Myostatine 5’-GGCCATGATCTTGCTGTAAC-3’
Myostatine 5’-TTGGGTGCGATAATCCAGTC-3’

Pax7 5’-TGGCCAAACTGCTGTTGATT-3’

Pax7 5’-TAGGCTTGTCCCGTTTCCAC-3’

MyoD 5’-AGCACTACAGTGGCGACTCA-3’
MyoD 5’-GCTCCACTATGCTGGACAGG-3’
MHCe 5’-TGATATCGCAGAATCGCAAG-3’
MHCe 5’-AGAATTGTCAGGAGCCACGA-3’

GR1 5’-GACTGACAAAATCAGTGACCCTGGG-3’
GR2 5’-GTCAACACATGATCACCTTGCAGTC-3’
GAPDH 5’-AGCTCACTGGCATGGCCTTC-3’
GAPDH 5’-ACGCCTGCTTCACCACCTTC-3’

18S 5’-TCGTCTTCGAAACTCCGACT-3’

18S 5’-CGCGGTTCTATTTTGTTGGT-3’

Tableau 3 : Liste des amorces utilisées pour le génotypage et la PCR semi-quantitative

104



Matériel et méthodes

Traitement a la testostérone.

Les souris sont injectées a la testostérone propionate (12mg/kg dans de 1’huile et de 1’éthanol,
Fluka), dihydrotestostérone (10mg/kg dans de I’huile et de 1’éthanol, Sigma Aldrich), ou
nandrolone décanoate (10mg/kg dans de I’huile, Sigma Aldrich) pendant 3 jours. Les souris
sont disséquées 24h apres la derniere injection.

Pour les traitements a long terme, la nandrolone décanoate est injectée deux fois par semaines
en sous cutanée et les souris sont sacrifiées 24h apres la derniere injection.

Les souris contrdles sont injectées avec la solution véhicule appropriée.

Traitement a la dexaméthasone.

La dexaméthasone est resuspendue a 10 mg/ml dans de 1’éthanol absolu. Les souris sont
injectées par voie intra-péritonéale avec 10 mg/kg de dexaméthasone (31381, Fluka) dans
100 pL d’huile végétale. Les souris contrdles sont injectées avec de 1’huile (véhicule)
contenant la méme concentration d’éthanol. Les souris regoivent une injection par jour
pendant 2 jours et sont sacrifiées 24 heures apres la derniere injection.

Castration.

L’ablation chirurgicale des testicules est réalisée a 10 semaines et les souris sont sacrifiées un
mois plus tard.

Surcharge mécanique.

Pour la surcharge mécanique, les souris sont anesthésiées avec du pentobarbital (ip, 50mg/kg
poids de souris). Le muscle du plantaris des deux pattes sont surchargés mécaniquement
(OVL) pendant 4 semaines en retirant les muscles soléaires et gastrocnémiens comme décrit
précédemment (Joanne et al., 2012a).

Cardiotoxine.

Pour la régénération induite a la cardiotoxine (CDTX), les souris sont sacrifiées 1, 3, 6 et 16
jours apres une injection de S50ul de CDTX (10uM ; Sigma-Aldrich) dans le tibialis antérieur.

Mesure de la force.

Un dynamometre isométrique (BioSeb) est utilis€é pour mesurer la force des membres
antérieurs et postérieurs. Les souris sont posées sur la grille du dynamometre et tirées par la
queue. Pour chaque animal, trois mesures sont prises pour obtenir une valeur moyenne de leur
force en grammes.
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Mesure de force sur muscle isolé.

La force isométrique du tibialis antérieur est mesurée in situ en réponse a la stimulation
nerveuse comme décrit précédemment (Lahoute et al., 2008), et la masse du muscle est
mesurée afin de pouvoir calculer la force maximale spécifique. La résistance a la fatigue est
mesurée apres des contractions répétées (75Hz pendant 500 ms répétées toutes les secondes
pendant 100 secondes), et le temps pour atteindre la moitié de la force initiale est calculé.
Toutes les données obtenues sont enregistrées et analysées en utilisant le systéme
PowerLab/4SP system (AD Instruments).

Mesure de la régulation calcique.

Les fibres de I’EDL de souris agées de 15 semaines sont micro-disséquées, placées en couche
unique et mise en présence d’une sonde FURA-2 AM fluorescente. Puis les fibres isolées du
muscle sont placées dans une chambre permettant une stimulation €lectrique afin de mesurer
la force isométrique et le calcium cytosolique. La préparation est stimulée de maniere a avoir
un potentiel d’action unique. La fluorescence du FURA-2 est mesurée pour obtenir la
concentration du calcium cytosolique.

Test de tolérance au glucose et de résistance a I’insuline.

Test de tolérance au glucose (IPGTT) :

L’TPGTT est réalisée sur des souris mise a jeun une nuit. Apres avoir pris la mesure du niveau
de glucose basal dans le sang prélevé dans la veine de la queue (TO), les souris sont injectées
intrapéritonéalement avec une solution de 20% de glucose dans une solution saline stérile
(0.9% NaCl) a la dose de 2g de glucose / kg de souris. Le sang est collecté dans la veine de la
queue 15, 30, 45, 60, 90, 120 et 150 min afin de déterminer le taux de glucose a I’aide d’un
glucometre Accu-Check® Performa.

Test de sensibilité a I’insuline (IPIST) :

6h apres avoir mis les souris a jeun, les souris sont injectées intrapéritonéalement avec de
I’insuline porcine (0.5U/kg ; Sigma). Le sang est collecté 15, 30, 60 et 90 minutes apres
I’injection et le sang est analysé comme décrit précédemment.

Analyses histologiques.

Les tissus sont collectés et immédiatement congelés dans de I’isopentane refroidie dans
I’azote.

Pour les colorations Hématoxyline/Eosine, des cryosections de 10um sont colorées avec de
I’hématoxyline Harris (VWR International S.A.S), rincées sous 1’eau du robinet, décolorées
dans de 1’alcool acide pendant 2s, colorées avec de I’éosine (VWR International S.A.S.),
rincées sous 1’eau du robinet, déshydratées, éclaircies et montées.

Pour I’étude de la taille des fibres, les sections de muscles sont analysées avec le programme
MetaMorph (Molecular Devices).
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Pour I’immunohistochimie, les cryosections de 10um sont hydratées et fixées avec du
paraformaldéhyde 4% pendant 10 minutes. Les sections fixées sont alors bloquées avec du
serum de chevre 5% (NGS, VS-1000, Coger Réactifs et Produit de la Recherche) dans du PBS
contenant 0.1% Triton-X100 pour 1h a température ambiante et sont incubés une nuit avec
I’anticorps AR (AR N20 Santa Cruz, 1/200), dystrophine (Abcam, 1/1000), cavéoline (SC-
894 Tébu-bio 1/200). Pour I’anticorps Pax7 (Hybridome Bank), apres la fixation au
paraformaldéhyde, il y a une étape de fixation au méthanol 10 minutes a -20°C puis un
démasquage dans du tampon sodium citrate pH6 a chaud pendant 10 minutes et les sections
sont refroidies 30 minutes avant 1’étape de blocage.

Microscopie électronique.

Les échantillons de muscle squelettique sont fixé par immersion dans 2.5% glutaraldéhyde et
2.5% paraformaldéhyde dans du tampon cacodylate (0.1M, pH 7.4), rincés dans du tampon
cacodylate pendant 30 minutes et conservés a 4°C. La post-fixation est réalisée dans du 1%
tétroxide d’osmium dans du tampon cacodylate 0.1M pendant 1h a 4°C et la déshydratation
est réalisée dans un gradient d’alcool (50, 70, 90 et 100%) et de I’oxyde de propyléne pendant
30 minutes chacun. Les échantillons sont orientés longitudinalement et inclus dans de I’Epon
812 (Sigma Chimie). Des sections ultrafines sont réalisées a 70nm, contrastés avec de
I’acétate d’uranyl et du citrate de plomb et examiné a 70kV avec un microscope électronique
Morgagni 268D. Les images sont prises avec une caméra Mega View III (Soft Imaging
System).

Analyse métabolomique.

Les muscles gastrocnemiens de souris agées de 15 semaines ont ét€ prélevés et congelés a -
80°C jusqu’a leur envoie a I’entreprise Biocrates. Les métabolites ont été extraits et quantifiés
par I’entreprise Biocrates. Pour extraire les métabolites, les muscles gastrocnemiens ont été
traités avec un tampon d’extraction et mis dans un bain a ultrasons glacé pendant 5 minutes.
Puis les échantillons sont centrifugés. Le supernagent est utilisé pour les analyses.

Le kit Biocrates (Biocrates) est utilis€ pour la quantification des acides aminés, des
acylcarnitines, des sphingomyélines, des phosphatidylcholines, des hexoses, et des amines
biogéniques. Cette méthode automatique est basée sur PITC (phenylisothiocyanate)-
dérivation en présence d’un standard interne suivi par une FIA-MS/MS (acylcarnitines,
lipides, et hexose) et LC/MS (acides aminés, amines biogéniques) en utilisant un spectrometre
de masse AB SCIEX 4000 QTrap® (AB SCIEX, Darmstadt, Allemagne) avec ionisation par
électrospray. La technique expérimentale de mesure métabolomique est décrit en détail par le
brevet US 2007/0004044 (Ramsay S.L 2007).

Extraction protéique.

Les muscles sont broyés sur de la glace a 1’aide d’un homogénéisateur type « dounce » dans 1
ml de tampon de lyse [50 mM Tris pH 7.5, 1 % nonident P40, 0.5 % deoxycholate de sodium,
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0.1 % sodium deoxysulfate, 150 mM NaCl, 5 mM Ethylenediaminetetraacetic acide, 1 mM
phenylmethanesulfonylfluoride, 1 mM pyrophosphate, 10 mM [ glycerophosphate, 1 mM
fluoride de sodium, 1 mM orthovanadate de sodium, et un ensemble d’inhibiteurs de protéases
(40 pg/ml, Roche)]. Les débris cellulaires sont retirés par centrifugation a 20 000g sur une
centrifugeuse 5417R (Eppendorf) avec le rotor FA45-30-11 pendant 10 min a 4°C. La
concentration protéique est mesurée grace a un test colorimétrique de type Bradford (Abcam)
en utilisant des dilutions d’albumine de sérum bovin (BSA) (MP Biomedical) comme
standard. L.’absorbance est mesurée a 595 nm au spectrophotometre (Biotek).

Electrophoreése.

Les extraits protéiques (25 pg) sont dénaturés pendant 5 minutes a 95°C dans du tampon
Laemmli [10 % B-mercaptoethanol, 125 mM Tris HCI (pH 6.8), 4 % sodium deoxysulfate,
20 % glycérol, 0.004 % bleu de bromophénol]. Les protéines sont séparées sur un gel de
polyacrylamide en condition dénaturante de 6 % a 10 % pendant 1 h a 100 V dans un tampon
glycine (2.5 mM Tris base, 19.2 mM de glycine, 0.1 % SDS). Le pageRuler Plus prestained
(Fermentas) est utilisé comme marqueur de masse moléculaire. Les protéines sont transférées
sur une membrane nitrocellulose 0.45 pm pour les protéines de poids moléculaires supérieur a
20kDa ou sur membrane de Polyvinylidene Difluoride (PVDF) 0.2 um pour les bas poids
moléculaires en utilisant un systeme semi-sec Transblot Turbo (BioRad) comme indiqué par
le fournisseur. Pour le blocage des sites d’interaction non spécifiques, les membranes sont
incubées pendant 1 h dans du TBST (Tris Buffer Saline and Tween, 2.5 mM Tris pH 7.6, 13.7
mM NaCl, 2.7 mM KClI, 0.01 % Tween X 20) avec 5 % de lait en poudre écrémé (Régilait).
Les membranes PVDF sont réactivées au méthanol avant le blocage. Les membranes sont
incubées une nuit a 4°C avec I’anticorps primaire dilué dans du TBST avec 5 % BSA. Les
anticorps utilisés sont : anti-AR (sc816, Santa Cruz, 1/1000), anti-AKT (4691, Cell signaling,
1/1000), anti-phopho AKT S*” (4060, Cell Signaling, 1/1000), anti-mTOR (2983, Cell
signaling, 1/1000), anti-phospho mTOR (5536, Cell Signaling, 1/1000), anti-4EBP1 (9644,
Cell signaling, 1/1000), anti-AMPK (2532, Cell Signaling, 1/1000), anti-LC3 XP (3868, Cell
Signaling, 1/1000), anti-pULK (6888S, Ozyme, 1/1000), anti-Beclinl (3493P, Ozyme,
1/1000), anti-tubuline (IGBMC, 1/5000), et anti-GAPDH (MAB374, Millipore,1/50000).
Apres lavage, les membranes sont incubées pendant 1 h a température ambiante avec les
anticorps secondaires couplés a la péroxydase (Amersham Biosciences), dilués dans du TBST
avec du lait (5 %). Les anticorps utilisés sont : un anticorps anti-lapin (Jackson immuno
research, 1/10000) ou un anticorps anti-souris (Jackson immuno research 1/10000).

Les membranes sont révélées a 1’aide d’un systéme de détection chimiluminescent (ECL
electrogenerated chemiluminescence) (GE Healthcare) en suivant le protocole fourni par le
revendeur. La lumiere émise est mesurée avec une caméra sensible a la chimiluminescence
Image Quant LAS 4000 (GE Healthcare). La quantification de I’intensité des bandes est
effectuée a I’aide du logiciel Image J (Wayne Rasband).
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Extraction d’ARNm, synthése d’ADNc et RT-PCR gquantitative.

L’ARN total est isolé en broyant le muscle gastrocnemien dans du TRIzol (Invitrogen)
conformément aux instructions des fournisseurs. Deux pg d’ARNm sont retrotranscrits en
utilisant ’ADN polymérase contenu dans le kit Superscript II (Invitrogen) ainsi que des
hexameres comme amorce conformément aux instructions du fournisseur. Les RT-PCR
quantitatives sont effectués par une réaction en chaine par polymérase en présence de 10 uM
d’oligonucléotides spécifiques des genes d’intérét (Tableau 3). Le Syber green I master
(Roche) est utilis€ comme marqueur fluorescent. La fluorescence émise lors des cycles
d’amplification est détecté par un Light Cycler 4800 équipé d’une plaque 384 puits (Roche).
Les niveaux des transcrits sont normalisés par rapport a un gene référent, la GAPDH.

Analyses statistiques.

Les analyses statistiques sont effectuées via un test ANOVA pour déterminer la significativité
des données. Elles sont jugées significativement différentes lorsque la p-valeur du test de
Student est inférieure a 0,05. Elle est représentée par une astérisk sur les graphiques.
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Partie 1 : Role des androgenes dans le controle de la masse et de la force

musculaire
L’étude de souris chez lesquelles le RA a été spécifiquement invalidé dans les myofibres

réalisée au laboratoire a montré que les androgenes, via leur récepteur dans les myofibres,
controlent la force musculaire. En revanche, la masse musculaire est similaire chez ces souris
et les controles (Chambon et al., 2010). Un des objectifs de ma these est de préciser les
mécanismes par lesquels les androgenes controlent la masse et la force musculaire.
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Les souris HSA-Cre expriment la Cre Recombinase sous le contrdle du promoteur HSA et
permettent son expression spécifique dans les myofibres du muscle squelettique (Miniou et
al., 1999). Afin d’invalider spécifiquement le RA dans les myofibres, les souris HSA-Cre sont
croisées avec des souris AR chez lesquelles I’exon 1 du géne codant pour le RA est
encadré de deux sites loxP (allele L2). Les descendants HSA-Cre/AR™Y possédant le
transgene HSA-Cre et un allele AR™ sont appelées AR™™™. Chez ces souris, le gene codant
pour le RA, dont nous voulons étudier la fonction, est spécifiquement délété dans les
myofibres.

Au laboratoire, il a ét€ montré que la masse des muscles des membres est similaire chez les
souris AR et les souris ARY”. En revanche, la force musculaire est réduite chez les
souris AR™™7, Cependant, comme la taille et le nombre de fibres peuvent varier sans
influencer la masse musculaire, nous en avons fait 1’étude.

Pour délimiter les fibres sur des coupes transversales du muscle gastrocnémien, nous avons
réalisé un marquage immunohistochimique avec un anticorps dirigé contre la dystrophine, une
protéine localisée sous la membrane cellulaire de toutes les fibres musculaires. Ce type de
marquage est classiquement utilisé pour délimiter le contour des fibres et les rendre ainsi
quantifiables.

1 Mise en évidence d’anomalies musculaires de la lignée
transgénique HSA-Cre.

Nous avons réalisé un immunomarquage sur le muscle gastrocnémien avec un anticorps
dirigé contre la dystrophine. Alors que dans nos conditions expérimentales toutes les fibres
sont positives pour la dystrophine chez les souris controles AR™" nous avons constaté que
les souris AR™ ™" présentent des fibres négatives pour la dystrophine (figure 41A). Afin de
déterminer si ce défaut d’expression de la dystrophine est bien 1ié a ’absence du RA dans les
myofibres, le marquage a été réalisé sur les souris possédant le transgene HSA-Cre
uniquement. De facon inattendue, celles-ci présentent un nombre de fibres dystrophine
positives réduit (figure 41A). Nous avons mis en évidence une diminution du nombre de
fibres positives pour la dystrophine d’environ 25% chez les souris HSA-Cre et AR™™” par
rapport aux souris AR (figure 41B).
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Figure 41. Expression de la dystrophine et de la cavéoline chez les souris AR*™"Y, HSA-Cre et AR*Y".

A Immunohistochimie réalisée avec un anticorps dirigé contre la dystrophine sur une coupe
transversale de muscle gastrocnémien de souris AR, AR™™” et HSA-Cre agées de 15
semaines. Dystrophine en rouge, Dapi en bleu. Les fleches représentent les fibres non
marquées par la dystrophine.

B. Quantification des fibres exprimant la dystrophine par rapport aux fibres totales des souris
AR'YY (n=7), AR*™" (n=6) et HSA-Cre (n=5).
C. Niveau d’expression relatif du transcrit de la dystrophine chez des souris AR*Y (n=8), AR*™"¥

(n=11) et HSA-Cre (n=2). U.A, Unité Arbitraire (U.A).
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D. Immunohistochimie réalisée avec un anticorps dirigé contre la cavéoline sur un muscle
gastrocnémien de souris AR, AR™™ " et HSA-Cre.
Cavéoline en rouge, Dapi en bleu (n=4 par groupe).

E. Immunohistochimie réalisée avec un anticorps dirigé contre la dystrophine sur un muscle
gastrocnémien de souris Dicer?/*? (n=4) et Dicer™™”" (n=4), possédant le transgene HSA-Cre,
agées de 15 semaines. Dystrophine en rouge, Dapi en bleu.

*** p<0,001. Les barres représentent la moyenne +/- I'erreur standard de la moyenne (SEM). Les

barres d’échelle représentent 100 um.

Afin de déterminer si la perte d’expression de la dystrophine dans certaines fibres résultait
d’une altération transcriptionnelle, nous avons quantifié les niveaux de transcrits de la
dystrophine chez les souris AR™Y, AR et HSA-Cre par RT-PCR semi-quantitative. Les
niveaux d’ARNm de la dystrophine entre les souris AR™Y, AR™™ " et HSA-Cre sont
similaires (figure 41C).

Les défauts d’expression de la dystrophine sont liés a des éveénements traductionnels ou post-
traductionnels.

Pour déterminer si I’expression d’autres protéines du costamere est dérégulée chez les
souris qui expriment le transgene HSA-Cre, nous avons réalisé des immunomarquages avec
un anticorps dirigé contre la cavéoline. Aucune différence d’expression de la cavéoline n’a été
observée entre les souris AR, AR™™" et HSA-Cre (figure 41D).

Donc I’ensemble du costamere ne semble pas étre touché.

Nous avons alors réalisé des marquages avec un anticorps dirigé contre la dystrophine
sur d’autres lignées du laboratoire exprimant le transgéne HSA-Cre (Dicer™™”). Nous avons
constaté que ces souris ne présentent pas de défauts d’expression de la dystrophine en
immunomarquage (figure 1E). De plus, d’autres lignées exprimant le transgene HSA-Cre,
disponibles au laboratoire ont été étudiées et ne présentent pas de défauts d’expression de la
dystrophine.

L’expression de la dystrophine, protéine majeure du costamere, est diminuée dans la
lignée ARY™ et cette diminution est liée 2 la présence du transgene HSA-Cre.

Il semble donc que la lignée ARM™, exprimant le transgene HSA-Cre ait dérivé au
cours du temps. Cependant, une telle dérivation n’a pas pu étre mise en évidence dans une
autre lignée exprimant ce transgene.

2 Confirmation du phénotype des souris AR™™".

La perte d’expression de la dystrophine a été étudiée dans différents laboratoires et une
perte de la force n’a jamais €té observée chez les souris mutantes pour la dystrophine a cet age
(Lynch et al., 2001), indiquant que la perte de la force musculaire observée chez les souris
AR™ ™ ne provient pas du transgéne HSA-Cre.
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Afin de comprendre le role des androgenes via leur récepteur dans les myofibres et de
poursuivre I’étude sur les souris AR™™?, il a été important de vérifier que certains résultats
précédemment obtenus sur cette lignée dans le laboratoire (Chambon et al., 2010) n’étaient
pas dii a la présence du transgene HSA-Cre.

2.1 Etude de la force musculaire des souris AR™™",

Pour mesurer la force des souris a I’état basal, nous avons soumis des souris HSA-Cre,
AR™Y et AR™M™ agées de 8 a 15 semaines a un test d’agrippement a I’aide d’un
dynamometre isométrique.

Nous avons montré qu’il n’y a pas de différence de la force chez les souris HSA-Cre
comparées aux souris ARMY, Cependant, dés la 8™ semaine, la force des souris AR™™" est
inférieure de 17% a celle des souris AR™Y et HSA-Cre (Figure 42A). De plus, en accord avec
les résultats publiés, nous avons montré une perte de la force maximale sur tibialis isolé a 17
semaines de 17% chez les souris AR™™" comparées aux souris AR (figure 42B).

Ceci démontre que la diminution de la force observée chez les souris AR™™ est bien
liée a la perte du RA dans les myofibres et non a la présence du transgene HSA-Cre

Les résultats obtenus précédemment au laboratoire montrent également qu’il n’y a pas

de différences de la masse des muscles des membres chez les souris AR™™” comparées aux
souris contrdles AR, alors qu’une diminution de la masse du muscle bulbocaverneux (BC)
lorsque le RA est spécifiquement invalidé dans les myofibres a été observée (Chambon et al.,
2010).
Pour vérifier que la masse du BC est bien régulée par les androgenes via leur récepteur dans
les myofibres, nous avons pesé les muscles de souris AR HSA-Cre et AR™™" agées de 15
a 17 semaines. Il n’y a pas de différence de la masse du BC chez les souris HSA-Cre
comparées aux souris AR™_ En revanche, nous confirmons une diminution de 45% de la
masse du BC chez les souris AR™™ comparée aux souris AR"*”Y et HSA-Cre (figure 42C).

Cette diminution de la masse du muscle bulbocaverneux est liée a la présence du RA
dans les myofibres et non a un défaut de la lignée HSA-Cre.
Nous n’avons constaté aucune différence de poids des muscles gastrocnémien, soléaire,
tibialis, EDL et quadriceps des membres inférieurs entre ces souris (figure 42C).

Donc le RA dans les myofibres controlent bien la masse du muscle BC mais pas celle
des muscles des membres.

Pour mesurer la taille des fibres des muscles gastrocnemiens des souris a 1’état basal,
nous avons réalisé une analyse immunohistologique sur des coupes transversales de muscle
gastrocnémien de souris HSA-Cre, AR et AR™™" 4gées de 15 semaines avec un anticorps
dirigé contre la cavéoline et nous avons montré qu’il n’y a pas de différences de taille des
fibres en fonction du génotype des souris (figure 42D).
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Figure 42. Force et masse musculaire des males ARLZ/V, HSA-Cre et AR
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A. Test d’agrippement sur des souris AR (n=8), HSA-Cre (n=4), et AR™™" (n=6) entre I'age de 8 et
15 semaines. *p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001 (AR"" et AR™ ™). #h<0,001 (HSA-Cre et AR*™

). Les points représentent les moyennes +/- SEM.

B. Force sur tibialis isolé chez des souris AR (n=2) et AR™™" (n=6) 4gées de 17 semaines.
C. Masse musculaire chez des souris AR, AR™™” (n<10) et HSA-Cre (n=5) 4gées de 15 a 20

semaines.

D. Analyse de la taille des fibres du muscle gastrocnémien de souris AR"”Y, HSA-Cre et AR*™" 4gées

de 15 semaines avec un marquage a la cavéoline.

*p<0,05 ; ¥***p<0.001. Les barres représentent les moyennes +/- SEM.

La majorité des expériences suivantes ont été réalisées en incluant un contréle HSA-Cre
afin de discriminer les défauts liés a I’absence du RA de ceux liés a la présence du transgene

HSA-Cre. Ceci permettra de mettre en évidence le role des androgenes dans le muscle

squelettique.

Les défauts de force observés ne sont donc pas li€s a une diminution de la masse des

muscles des membres, ni a la présence du transgéne HSA-Cre, mais bien a I’absence du RA

dans les myofibres.

N

Nous avons donc cherché a identifier par quels mécanismes la force musculaire est
diminuée lorsque le RA est spécifiquement invalidé dans les myofibres.

116



Résultats

2.2 Etude du role du RA dans le maintien de la structure sarcomérique.

Le laboratoire a montré précédemment que les souris AR™™ présentent des défauts au
niveau de I'ultrastructure des sarcomeres des muscles gastrocnémien et EDL de souris agées
de 15 semaines. Les sarcomeres sont élargis, présentent un aspect plus clair en microscopie
électronique et les lignes Z sont décalées (Chambon et al., 2010).

Les souris HSA-Cre présentent des défauts dans 1’ultrastructure du muscle
gastrocnémien. Les lignes Z sont décalées (figure 3, fleche) voire absentes (figure 43, téte de
fleche) et les sarcomeres sont plus courts (figure 43, double fleche). De plus, certains
sarcomeres ont un aspect plus clair ce qui signifie qu’il y a un nombre de myofilaments
inférieur dans ces sarcomeres (figure 43, *). Ces défauts sont identiques a ceux observés dans
le muscle gastrocnémien des souris AR™™. Cependant, ces défauts sont accentués en
absence du RA dans les myofibres.

B. ARS/Y

€ HSA-Cre

Figure 43. Comparaison de l'ultrastructure du muscle squelettique des souris ARS"’"'/", HSA-Cre et
controles a 15 semaines.

Image représentative d’un muscle gastrocnémien de souris AR (n=6), HSA-Cre (n=3) et AR™™"
(n=4) agées de 15 semaines en microscopie électronique.

Fleche, Décalage de la ligne Z des sarcomeres. Téte de fleche, absence de lignhe Z. Double fleche,
longueur du sarcomeére. *, manque de myofibrilles.

Donc les androgenes via leur récepteur dans les myofibres contrdlent la structure des
sarcomeres.
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Afin de déterminer si certains de ces défauts structuraux sont liés a 1’excision du RA
dans les myofibres et peuvent étre liés a la perte de la force musculaire, ces expériences ont
été répétées sur des souris chez lesquelles le RA est spécifiquement invalidé dans les
myofibres a I’age adulte, ARV ™.

2.3 Validation chez les souris ARV*™"Y

. . P . skm- .
Afin de confirmer les résultats obtenus chez les souris AR*™" et de mieux comprendre

le role du RA dans les myofibres, nous avons analysé des souris chez lesquelles le RA est
invalidé spécifiquement dans les myofibres a I’age adulte. Elles ne possédent pas le transgene
HSA-Cre mais le transgene HSA-Cre-ER™.
A 8 semaines, les souris ont été traitées au tamoxiféne ce qui va libérer le site actif de la
recombinase chimérique Cre-ER'? et permettre la recombinaison au niveau des sites LoxP et
déléter I’exon 1 du gene codant pour le RA spécifiquement dans les myofibres du muscle
squelettique (Schuler et al., 2005).
A 15 semaines, nous avons évalué la force d’agrippement des souris AR™Y et ARV*™, La
force est diminuée de 9% lorsque le RA est absent dans les myofibres chez I’adulte (figure
44). Chez les souris AR™™”, ot le récepteur est délété de facon constitutive, la perte de force
est plus importante (17%).
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Figure 44. Force d’agrippement des souris AR?/Y et AR*™ /Y,

Force d’agrippement des souris AR (n=7) et AR"*™ (n=4) 3 15 semaines.
**p<0.001. Les barres représentent les moyennes +/- SEM.

Cette diminution de force chez les souris ARV et les souris AR™™ confirme que
le RA joue un rdle dans le contrdle de la force musculaire a I’age adulte. Nous avons alors
analysé 1’ultrastructure du muscle gastrocnémien de souris AR™? et ARV*™ agées de 15
semaines en microscopie €lectronique et nous avons observé des défauts similaires a ceux
observés chez les souris AR™™ (figure 45) mais dans une plus faible proportion.

Donc I’ablation du RA dans les myofibres conduit a des défauts de structure des
sarcomeres.
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AR/ilskm-/y

Figure 45. Force musculaire et ultrastructure du muscle gastrocnémien chez les souris ARkl

Ultrastructure du muscle gastrocnémien des souris ARY (n=7) et AR”**™/¥ (n=4) 3 15 semaines en
microscopie électronique. Les fleches représentent un décalage de la ligne Z et les doubles fléches
représentent la longueur des sarcomeres.

Les défauts de force plus importants chez les souris AR™™ comparées aux souris
AR peuvent s’expliquer par le fait que la présence du transgéne HSA-Cre induit
également des défauts de structure.

Donc la structuration des sarcomeres et la force musculaire sont régulés par les androgenes
via leur récepteur dans les myofibres. Nos résultats indiquent qu’il existe un lien direct entre
I’altération de la structure des fibres et la diminution de la force musculaire.

Comme les niveaux d’excision du RA dans les myofibres varient plus d’un individu a 1’autre
dans les souris ARV que chez les souris AR*™™”, nous avons poursuivi I’étude de la
lignée AR ™.

3 Mécanisme de régulation de la force musculaire.
3.1 Etude de P’expression des genes codant pour les principales protéines de
structure des sarcomeres.

Afin de comprendre d’ou proviennent les défauts de structure chez les souris HSA-Cre

et AR™™ j’ai analysé I’expression des génes codant pour différentes protéines de structure
du sarcomere.
La myomésine est une protéine qui fait partie de la bande M du sarcomere. Elle lie les
filaments épais aux autres filaments, comme la titine, pour stabiliser et aligner la structure des
sarcomeéres. Son niveau de transcrit est similaire chez les souris AR Y. HSA-Cre et AR
(figure 46).
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La myotiline et la téléthonine sont des composants de la ligne Z. La myotiline se lie a 1’alpha
actinine, a I’actine et a la filamine et permet une bonne striation du muscle. Son expression
génique ne varie pas en fonction du génotype des souris (figure 46). La téléthonine sert de
substrat au domaine serine kinase de la titine qui lui permettra d’avoir une conformation
favorable a la fixation d’autres protéines du sarcomere. Les niveaux de transcrit de la
téléthonine sont diminués de 33 % chez les souris AR™™” et de 51% chez les souris HSA-Cre
comparées aux souris AR™? (figure 46).
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Figure 46. Expression des principaux genes codant pour les protéines de structure des sarcomeéres
du muscle gastrocnémien des souris AR?Y, HSA-Cre et AR™™Y,

Niveau d’expression relative des génes codant pour RA et pour les principales protéines de structure
des sarcoméres chez les souris ARYY, HSA-Cre et AR®™¥ 3 15 semaines.

Myomésine exprimée au niveau de la bande M ; Myotiline et Téléthonine exprimées au niveau de la
ligne Z, la Titine lie la ligne Z a la bande M et se fixe a I'a-actinine et a la myosine.

L2/y

Pour les souris AR™", n<10 pour les différents génes testés.

Pour les souris HSA-Cre, n=2 pour les différents genes testés.

Pour les souris AR®™"

, <10 pour les différents genes testés.
*p<0.05; **p<0.01; ***p<0,001. Les barres représentent les moyennes +/- SEM. Les valeurs de
chaque échantillon HSA-Cre sont représentées par un carré.

U.A, Unité Arbitraire.

Cela signifie que la dérégulation de I’expression de la téléthonine n’est pas liée a la perte du
récepteur des androgenes, mais a la présence du transgene HSA-Cre.

La présence du transgene HSA-Cre entraine une altération de la structure des
sarcomeres qui peut s’expliquer par la perte de DI’expression du geéne codant pour la
téléthonine et la diminution de la protéine dystrophine. Cependant ces défauts ne conduisent
pas a une variation de la force musculaire
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Donc le RA dans les myofibres contrdlent la force musculaire et permet la
structuration des sarcomeres. Cependant aucune régulation par le RA des genes codant pour
les protéines des sarcomeres testé n’a été¢ mise en évidence.

3.2 Etude de la régulation calcique.

La force musculaire est régulée par des flux calciques. Une des hypotheses pour
expliquer la diminution de la force musculaire chez les souris chez lesquelles le RA est
spécifiquement délété dans les myofibres est que la régulation calcique soit dérégulée.
L’étude des flux calciques a été réalisée en collaboration avec le Dr Arnaud Ferry, et fait
I’objet de la publication n°1.

La fluorescence du FURA-2 est mesurée pour obtenir la concentration du calcium
cytosolique. L’amplitude calcique, le temps jusqu’au pic et de la constante de vitesse de
dégradation du calcium sont similaires chez les souris AR™™ et les souris AR™? (figure
47A). De plus, I’expression des geénes codant pour des canaux calciques comme le Récepteur
a la Ryanodine (RYR), pour des protéines qui catalysent le transport ATP dépendant du
calcium comme la sarcolipine et la calcium ATPase du réticulum sarcoplasmique (SERCA)
sont similaires chez les souris AR™™" et les souris AR™” (figure 47B).

Les résultats obtenus montrent que le RA ne controle pas I’expression de ces genes.
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Figure 47. Régulation des flux calciques

A. Mesure de la résistance, de I'amplitude, du temps jusqu’au pic et de la constante de vitesse de
dégradation du calcium au niveau des fibres de I'EDL de souris agées de 15 semaines. n=6 a 19
par groupe.

B. Niveau d’expression relative des transcrits du Récepteur a la Ryanodine (RyR), de la sarcolipine
(SLN) et de Sarco-Endoplasmic Reticulum Ca2+ ATPase (SERCA1). AR"" n=5 ; AR*™/¥ n=4.
Les barres représentent les moyennes +/- SEM. U.A, Unité Arbitraire.

Donc les défauts de force observés chez les souris AR™™ ™ ne s’expliquent pas par un défaut

calcique.
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Nos résultats n’ont pas permis de mettre en évidence un mécanisme moléculaire permettant
d’expliquer les défauts de force musculaire et de structure des sarcomeres observés en
I’absence du RA dans les myofibres.

4 Etude des traitements androgéniques sur le controle de la force
et de la masse musculaire.

Nous avons montré que les androgeénes via leur récepteur dans les myofibres jouent un role
sur le controle de la force musculaire. Comme les androgeénes pourraient également avoir une
action rapide, RA indépendante, sur les cellules musculaires, nous avons analysé 1’effet d’un
traitement androgénique aigu sur la capacité de génération de la force maximale sur les souris
AR™Y et AR™™ . Ces résultats font également ’objet de la publication n°1.

4.1 Etude d’un traitement androgénique aigu sur le controle de la force
musculaire.

Nous avons analysé I’effet d’un traitement aigu aux androgenes en collaboration avec le
Dr Arnaud Ferry. Le traitement a été réalisé sur des souris ARMY (WT) et AR ™ afin de
savoir si les androgenes agissent via leur récepteur dans la myofibre. Nous avons analysé la
production de force in situ du tibialis antérieur en réponse a une stimulation électrique. Les
souris ont été injectées intra péritonéalement avec des androgenes solubilisés dans de
1’éthanol et du PBS (véhicule) ou avec le véhicule et les performances ont été évaluée 30, 60
et 90 minutes aprés I’injection. Comme aucune différence entre les différents temps n’a été
observée, seules les données a 30 minutes sont présentées. Les traitements avec 10 mg/kg de
Dihydrotestostérone (DHT) (figure 48A et B), 100 mg/kg de DHT (figure 48C) et la
testostérone (1, 10 et 100 mg/kg) (figure 48D) ne modifient pas la force et la puissance
maximale absolue chez les souris WT et AR™™™. De plus, la résistance a la fatigue n’est pas
augmentée chez les souris contrdles (figure 48A, C et D) et un traitement avec 100 mg/kg de
testostérone dissous dans du DMSO n’altere pas les performances musculaires apres 90
minutes (figure 48E). Pour s’assurer que la DHT est rapidement disponible dans le muscle, la
DHT a également été appliquée localement et les mesures ont été réalisées 15 minutes apres
I’application. Les résultats montrent qu’il n’y a pas de différences chez les souris traitées a la
DHT comparées aux souris traitées au véhicule (figure 48F).
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Figure 48. Effet d’un traitement androgénique aigu in vivo sur le tibialis antérieur de souris AR

(WT) et AR*™¥ sur la force maximale absolue (PO), la puissance maximale absolue (Pmax) et la
résistance a la fatigue.
Traitement des souris WT (A) et AR*™ (B) avec de la DHT & 10 mg/kg.

C. Traitement des souris WT avec de la DHT a 100 mg/kg.

D. Traitement des souris WT avec de la testostérone avec 1,10 et 100 mg/kg. Les données de
ces traitements sont rassemblées.

Pour A, B, C et D le composé est dissout dans de I’éthanol/PBS. Les souris WT et ARS™ W sont traitées
avec le véhicule approprié (éthanol/PBS). Les souris sont injectées intra-péritonéalement (ip) puis
anesthésiées.

E. Traitement de souris WT avec 100 mg/kg de testostérone. La testostérone est dissout dans
du DMSO et injectée en ip. Les performances musculaires sont analysées 90 minutes apres
I'injection. Les souris WT contrdles sont traitées avec le véhicule.

F. La dihydrotestostérone (DHT) dissout dans de I’éthanol/PBS est appliquée localement. Les
souris contrdles sont traitées avec le véhicule et les mesures sont réalisées 15 minutes apres.

Les barres représentent les moyennes +/- I'erreur standard de la moyenne. a, p<0.05. n=6-
12/groupe. PO : force maximale absolue ; Pmax : puissance maximale absolue.

Afin de compléter cette étude, une analyse de I’effet des androgeénes sur I’EDL apres
une stimulation électrique a été réalisée. L’EDL entier est incubé dans de la DHT solubilisée
dans I’éthanol/thyrode et les mesures sont réalisées avant puis 15, 30 et 45 minutes apres le
traitement. Les traitements avec différentes doses de DHT (63 et 630 pg/ml et 6.3 ng/ml)
n’altérent pas la force maximale de I’EDL des souris WT (figure 49A). Nous avons également
montré qu’il n’y a pas d’effet d’un traitement a la DHT in vitro sur la force submaximale et
sur le temps de contraction (figure 49B). De méme, la DHT dissous dans du DMSO n’a pas
d’effet sur la force maximale absolue (figure 49C) et sur la force submaximale (figure 49D)
15, 30, 45, 60, 75 et 90 minutes apres le traitement.
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Figure 49. Effet d’un traitement androgénique in vitro aigu sur le tibialis antérieur de souris AR

(WT) et AR*™ ¥ sur la force maximale absolue (PO), la puissance maximale absolue (Pmax) et la

résistance a la fatigue.
A. Force maximale absolue (PO) sur des souris contrbles traitées avec de la DHT a 63 pg/ml, 630

pg/mlou 6.3 ng/ml
B. Force absolue de contraction (Pt), contraction du mouvement convulsif (CT) et % temps de

relaxation (1/2 RT) du tibialis de souris controles.
A et B: la drogue est dissous dans I'éthanol et ajoutée apres une période d’équilibration de 45

minutes dans une solution de Krebs.
Les mesures sont réalisées au début, 15, 30 et 45 minutes apreés I'ajout de la drogue.
C. Force maximale absolue (PO) de souris contrdles traitées avec de la DHT a 6.3 ng/ml ou 63

pg/ml.
D. Force absolue de contraction (Pt) de souris contréles traitées avec de la DHT a 6.3 ng/ml ou 63

pg/ml.
C et D: la drogue est dissous dans du DMSO et ajoutée aprés une période d’équilibration de 45

minutes dans une solution de Krebs.
Les mesures sont réalisées avant, 15, 30, 45, 60,75 et 90 minutes apres I'ajout de la drogue.

n=4 a 8 par groupe. Les barres représentent les moyennes +/- SEM.

Donc un traitement androgénique aigu n’a pas d’effet sur la production de force. Nous nous
sommes alors intéressés au role du RA au cours d’un traitement androgénique prolongg.

4.2 Analyses des souris AR™™™",
4.2.1 Efficacité de la nandrolone sur des souris de type sauvage.

Nous avons comparé dans un premier temps, l’efficacité de différents dérivés
androgéniques: la dihydrotestotérone (DHT), la testostérone propionate (TP) et la nandrolone
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sur des souris de type sauvage (WT) apres un traitement de trois jours. Les androgeénes étant
connus pour leurs propriétés anaboliques, nous avons basé notre comparaison sur le poids des
muscles. Aucun des trois dérivés androgéniques administrés n’a un effet sur la masse des
muscles des membres et du muscle bulbocaverneux (BC) apres un traitement de trois jours
(figure 50A).

10 mg/kg de nandrolone ont alors été administrés aux souris deux fois par semaine
pendant un mois. Nous avons choisi la nandrolone car elle a la propriété de diffuser plus
lentement dans 1’organisme. On peut noter une augmentation de 18% du poids du muscle du
BC chez les souris traitées un mois a la nandrolone comparé aux souris traitées avec le
véhicule (figure 50B).
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Figure 50. Efficacité d’un traitement androgénique.

A. Masse musculaire apres trois jours de traitement a la dihydrotestostérone (DHT, 10 mg/kg), a la
testostérone propionate (TP, 12 mg/kg) et a la nandrolone (10 mg/kg). n compris entre 2 et 4.

B. Masse musculaire aprés un mois de traitement a la nandrolone. n compris entre 8 et 11.
*p<0.05. Les barres représentent les moyennes +/- SEM.

Donc, un mois de traitement a la nandrolone est efficace pour augmenter le poids du BC.
Cependant, il faudrait envisager un traitement plus long, une dose plus forte ou coupler le
traitement a de I’exercice pour augmenter le poids des muscles des membres avec la
nandrolone (Morley et al., 1993; Sih et al., 1997).

4.2.2 Traitement a la nandrolone des souris AR*” et AR,

Nous nous sommes intéressés au role du RA dans les myofibres sur le contrdle de la
masse et de la force musculaire apres un traitement androgénique.

Un traitement des souris AR™” et AR™™" pendant un mois a raison de deux injections
sous-cutanées par semaine avec 10 mg/kg de nandrolone a été effectué.
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Sachant que le muscle BC est sensible a la nandrolone nous avons vérifié son poids
apres le traitement. Le poids du muscle BC est augmenté de 20% chez les souris AR™Y
traitées a la nandrolone (figure S1A). Ceci est en adéquation avec les résultats obtenus sur le
muscle BC des souris sauvages (figure 50B). En revanche, la masse du muscle BC n’est pas
augmentée chez les souris AR™™”. Comme chez les souris contrdles, aucune augmentation de
poids des muscles des membres n’est observée (figure 51A).

Donc la nandrolone a un effet anabolique sur le muscle BC via le RA dans les
myofibres.

Nous avons observé une augmentation de la force d’agrippement apres un traitement
d’un mois a la nandrolone chez les souris contrdles et AR™™ (7% et 11% respectivement)
(figure 51B).

Donc la nandrolone semble contréler 1’augmentation de la force musculaire, mais
indépendamment du RA dans les myofibres.
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Figure 51. Effet d’'un traitement d’'un mois a la nandrolone sur le contrdle de la force et de la masse
musculaire chez des souris AR"”Y et AR*™,

A. Masse musculaire des souris AR et AR™ ™ traitées a la nandrolone ou avec le véhicule.

B. Force d’agrippement des souris AR"" et AR*™" traitées a la nandrolone ou avec le véhicule.

n=4 a 10 par groupe. Les barres représentent les moyennes +/- SEM. *p<0.05

Un traitement a la nandrolone permettrait une augmentation de la force musculaire sans
augmentation du poids des muscles des membres 2 la fois chez les souris AR™” et AR™™7.
La nandrolone aurait un effet sur le contrdle de la force musculaire indépendante du RA dans
les myofibres et un effet anabolique sur le muscle BC dépendant du RA dans les myofibres.
Les résultats restent a confirmer.
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. . . . . . . L2/
4.2.3 Analyse moléculaire aprés un mois de traitement a la nandrolone des souris AR

et ARskm-/y

Nous n’avons pas mis en évidence d’effets de la nandrolone sur la masse des muscles
des membres. Cependant, nous avons réalis¢ une analyse moléculaire du muscle
gastrocnémien. Les niveaux d’expression des transcrits des génes impliqués dans la régulation
de la masse musculaire ont été étudiés. L’ Insuline Growth Factor 1, ou IGF1, est une hormone
connue pour son effet anabolique. Lorsqu’elle est surexprimée, les souris présentent une
hypertrophie musculaire. L’IGF1 est impliquée dans la différenciation des cellules satellites,
les cellules souches du muscle, en myofibres. Elle est également responsable de
I’augmentation de la taille des myotubes. Le niveau relatif du transcrit d’IGF1 est augmenté
de 47% dans le muscle gastrocnémien apres un mois de traitement a la nandrolone chez les
souris AR™”. Le transcrit d’IGF1 n’est pas augmenté en 1’absence du RA dans les myofibres
(figure 52).

Donc I’'induction d’IGF1 par la nandrolone est dépendante du RA dans les myofibres.

La myostatine est un régulateur négatif de la masse musculaire. En effet, la sous-
expression de la myostatine conduit a une augmentation de la masse musculaire. Lorsque I’on
traite les souris a la nandrolone, I’expression du transcrit de la myostatine est induit de 50%
chez les souris AR™” et de seulement 26% chez les souris AR™™ . L’induction n’a pas lieu si
le RA est absent dans les myofibres (figure 52).
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Figure 52. Niveau d’expression des génes impliqués dans la régulation de la masse musculaire
apres un traitement androgénique.

Niveau d’expression relatif des transcrits d’IGF1 et de la myostatine dans le muscle gastrocnémien de
souris AR¥Y et AR®™" traitées un mois a la nandrolone (n=4 3 6 et n=4 respectivement) ou au
véhicule (n=3 a 4 et n=3 respectivement).

* p<0,05 ; **p<0.01. Les barres représentent les moyennes +/- SEM. U.A, Unité Arbitraire.

Donc la nandrolone induit I’expression de la myostatine via le RA dans les myofibres.
Cette induction par les androgenes passe par leur récepteur dans les myofibres.
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L’expression d’IGF1 et de la myostatine est régulée par le RA dans les myofibres. Leur effet
sur le muscle est opposé. Cela pourrait expliquer pourquoi nous n’observons pas
d’augmentation de la masse des muscles des membres apres un traitement a la nandrolone.

4.3 Effet d’une castration sur la force et sur la masse musculaire.

Les testicules sont la source majeure de production de la testostérone. Afin de réduire
les niveaux d’androgenes circulants, des souris de type sauvage sont castrées a 1’age de 14
semaines. Nous pouvons ainsi analyser 1’effet des androgeénes médiés ou non par leur
récepteur. Le muscle BC est sensible aux androgenes pour la régulation de sa masse. C’est
pourquoi, I’efficacité de la castration est évalué en mesurant le poids du BC (Rand and
Breedlove, 1992). Les souris considérées pour 1’analyse des résultats présentent une masse du
BC de 50 a 60% inférieure aux souris controles (opérées mais non castrée appelées « sham »).
Une cinétique de force d’agrippement est réalisée sur des souris de type sauvage castrées ou
contrdles (sham), afin d’étudier I’effet d’une castration sur la force musculaire. Des la
premicre semaine apres la castration, une diminution de la force d’agrippement est observée
passant de 241 g pour les souris controles a 207 g pour les souris castrées (figure 53A). Une
perte de force similaire est observée 4 semaines apres castration (figure 5S3A). Un mois apres
la castration, les muscles sont collectés. Le poids du BC est diminué de 54% chez les souris
castrées (figure 53B). En revanche, le poids du quadriceps tend a diminuer, mais il n’y a pas
de perte de masse musculaire significative un mois apres castration.
Donc la perte de force liée a la castration ne s’explique pas par une diminution de la masse
des muscles des membres.
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Figure 53. Effet d’une castration d’un mois sur la force et la masse musculaire.

A. Evolution de la force musculaire des souris contréles (WT) aprées une castration.

B. Masse musculaire du gastrocnémien, soléaire, tibialis, extenseur commun des orteils (EDL),
quadriceps et bulbocaverneux chez les souris AR (n=7) et AR*™ (n=7) agées de 15 semaines
un mois apres une castration.

*p<0,05 ; ** p<0,01 ; ***p<0.001. Les barres représentent les moyennes +/- I'erreur standard.
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4.4 Effet d’une castration avec supplémentation androgénique.

Nous avons ¢tudié I’effet d’un traitement androgénique sur des souris castrées, afin de

s’affranchir des androgeénes endogenes.
Une semaine apres castration ou non, les souris ont été traitées avec de la nandrolone (10
mg/kg de souris) ou de I’huile (véhicule) pendant un mois a raison de deux injections sous
cutanées par semaine. La force des souris castrées, traitées a la nandrolone, a été suivie
pendant un mois. La force des souris traitées a la nandrolone est similaire a celle observée
chez les souris controles traitées a I’huile (véhicule) (figure 54A). Apres castration, une forte
diminution de la masse du BC (60%) est observée.

Un traitement d’un mois a la nandrolone permet de compenser la perte de masse du
BC induite par une castration. Le poids du BC des souris castrées traitées a la nandrolone est
similaire a celui des souris non castrées (figure 54B). Ceci confirme que le traitement a la
nandrolone est efficace. En revanche, il n’y a pas d’augmentation du poids des muscles des
membres des souris castrées traitées a la nandrolone (figure 54B).

Donc les mécanismes d’action de la nandrolone sont différents entre les muscles des
membres et le muscle bulbocaverneux.
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Figure 54. Effet d’un traitement d’un mois a la nandrolone sur des souris castrées.

A. Force d’agrippement des souris de types sauvage castrées traitée a la nandrolone (10mg/kg)
pendant un mois. Les valeurs sont données en pourcentage de la premiere semaine.

B. Masse musculaire des souris de type sauvages, castrées ou non, traitées un mois a la
nandrolone ou au véhicule (huile).
n=4 a 5 par groupe.
Les barres représentent les moyennes +/- SEM. *p<0.05 ; ***p<0.001.

Afin de voir si un traitement plus court mais a une concentration plus forte, peut avoir un
effet sur la force et la masse des muscles de membres, un traitement de trois jours a la
nandrolone sur des souris castrées un mois auparavant a €té réalisé. La dose du traitement a
été augmentée a 100 mg/kg de souris.

Les souris castrées présentent une diminution du poids du BC de 55% comparées aux souris
sham (figure 55A). Les souris castrées traitées a la nandrolone présentent également une
diminution du poids du BC (35%) comparées aux souris sham traitées a la nandrolone.
Cependant le poids de ce muscle est Iégerement supérieur chez les souris castrées apres un
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N

traitement a la nandrolone comparées aux souris traitées a 1’huile (53 mg et 33 mg
respectivement) (figure 55A).
Nous observons donc une restauration partielle de la perte de poids du BC induit par une
castration apres un traitement de trois jours a la nandrolone.

Le poids des muscles des membres est similaire quelque soit le traitement. Une
tendance a la diminution est observée sur le muscle quadriceps apres castration (figure 55B).

Les souris ont ¢ét¢ soumises a un test d’agrippement avant la castration, une semaine
apres et quatre semaines plus tard apres trois jours de traitement a la nandrolone (100 mg/kg).

La force musculaire des souris castrées diminue de 20% une semaine apres 1’opération
comparée aux mémes animaux avant la castration. Nous constatons que 1’opération « sham »
n’entraine aucune difficulté pour réaliser le test (figure 55B) car les souris sham exerce une
force similaire a celle exercée par les souris avant 1’opération. Quatre semaines apres la
castration, les souris traitées a 1’huile exercent une force sur le dynamometre similaire a la
premiere semaine apres castration. En revanche, lorsque les souris sont traitées trois jours
avec 100 mg/kg de nandrolone en sous cutanée, la force augmente pour atteindre celle des
souris non castrées (figure 55B).

Un traitement de trois jours avec 100 mg/kg de nandrolone permet de compenser la
perte de force entrainée par une castration.
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Figure 55. Effet d’un traitement de trois jours a la nandrolone (100mg/kg) sur des souris castrées

un mois auparavant.

A. Masse musculaire des souris de type sauvage (WT) dgées de 15 semaines, castrées ou sham,
traitées a la nandrolone ou a I’huile (véhicule).

B. Force d’agrippement des souris de type sauvage (WT) dgées de 15 semaines, castrées ou sham,
traitées a la nandrolone ou a I’huile (véhicule).

Les barres représentent les moyennes +/- SEM.
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*p<0.05 ; **p<0.01; ***p<0.001. Significativité entre les souris WT castrées traitées avec le véhicule
et les souris WT castrées traitées a la nandrolone.

#p<0.05 ; "p<0.01 ; *p<0.001. Significativité entre les souris WT sham traitées avec le véhicule et les
souris WT castrées traitées avec le véhicule.

n=7 a 8 par groupe.

Ainsi, nous avons montré qu’un traitement de trois jours a la nandrolone (100 mg/kg) n’est
pas suffisant pour induire une hypertrophie des muscles des membres ou du BC. En revanche,
un traitement d’un mois avec 10 mg/kg de nandrolone entraine une hypertrophie du muscle
BC. Aucune hypertrophie n’est observée en 1’absence du RA dans les myofibres.

Donc les androgenes agissent via leur récepteur dans les myofibres pour induire une
hypertrophie du BC, mais pas des muscles des membres.

Nous avons également mis en évidence qu’un traitement d’un mois a la nandrolone
restaure la perte de masse du BC induite par une castration. La restauration est également
induite par un traitement de trois jours avec une dose de nandrolone dix fois supérieure un
mois apres la castration mais plus faiblement.

La perte de force induite par la castration est compensée par un traitement a la nandolone
de trois jours a une dose de 100 mg/kg.

S Effet d’une surcharge mécanique sur le controle de la masse
musculaire.

Cf publication n°2.

Les androgenes, en concentration physiologique, via leur récepteur dans les myofibres
ne contrdlent pas la masse du muscle des membres dans des conditions sédentaires. Nous
avons réalisé, en collaboration avec le Dr Arnaud Ferry, un modele de surcharge mécanique
sur des souris contrdles (WT) et AR™ afin de déterminer si I’hypertrophie et la
régénération engendrées par cette surcharge est dépendante du RA dans les myofibres.

Pour cela les muscles gastrocnémiens et soléaires des pattes postérieures de souris WT
et AR™™ ont ét6 retirés. Le plantaris est alors plus sollicité, ce qui simule un exercice intense
et prolongé de ce muscle. Un mois apreés I’opération, la force et la masse du plantaris sont
mesurées.

La force maximale absolue et la résistance a la fatigue augmentent chez les souris WT
(63% et 73% respectivement) et AR™™™ (88% et 56% respectivement) (figure 56A, B, C, D).
L’augmentation du poids des muscles est plus faible, en réponse a la surcharge mécanique,
chez les souris AR™ ™ (54%) que chez les souris WT (115%) (figure S6E et F). Malgré des
hausses similaires du nombre de fibres par section (51% et 60%, figure 57A et B), le diametre
des fibres exprimant MHC-2b (26%) et MHC-2x (20%) est diminué chez les souris ARS™Y
apres la surcharge mécanique. Cela n’est pas le cas chez les souris contrdles (figure 57C et
D). La transition des fibres MHC-2b en MHC-2a en réponse a une surcharge mécanique est
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réduite chez les souris AR comparées aux WT, car I"augmentation du pourcentage de
fibres MHC-2a est plus faible chez les souris AR™™Y (50% contre 103%).

Finalement, un traitement androgénique pendant la surcharge mécanique n’a pas
d’effet sur le remodelage musculaire ou I’augmentation des performances (figure 56 et 57).
Donc nos résultats montrent que le RA dans les myofibres est nécessaire en réponse a la
surcharge mécanique mais qu’une administration d’androgeénes n’a pas d’effets ergogéniques
chez le méle.
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Figure 56. Effet d’une surcharge mécanique sur le contrdle de la masse et de la force musculaire.
Force maximale absolue du plantaris de souris AR (WT, A) et AR™™ (AR, B) traitées ou non 2 la
nandrolone (andro) un mois apres une surcharge mécanique (OVL).

La résistance a la fatigue est mesurée chez les souris AR"Y (WT, C) et AR*™ (AR, D) traitées ou non
a la nandrolone (andro) un mois aprés une surcharge mécanique (OVL).

Le poids du plantaris est mesurée chez les souris AR (WT, E) et AR*™ (AR, F) traitées ou non 2 la
nandrolone (andro) un mois apres une surcharge mécanique (OVL).

Les barres représentent les moyennes +/- SEM.

a: AR™™Y+OVL ou WT+OVL significativement différent de AR*™ ou WT, respectivement (p < 0.05)
n=6-16/groupe.
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Figure 57. Effet d’une surcharge mécanique sur le type de fibre.

Nombre de fibres par section pour les différents types de fibres MHC-2a, MHC-2b et MHC-2x chez les
souris WT (A) et AR ™ (B) traitées ou non a la nandrolone (andro) un mois aprés une surcharge
mécanique (OVL).

Diameétre des fibres pour les différents types de fibres MHC-2a, MHC-2b et MHC-2x chez les souris
WT (C) et AR ™ (D) traitées ou non a la nandrolone (andro) un mois aprés une surcharge
mécanique (OVL).

Pourcentage d’expression des différents types de fibres MHC-2a, MHC-2b et MHC-2x chez les souris
WT (E) et AR ™ (F) traitées ou non a la nandrolone (andro) un mois aprés une surcharge mécanique
(OVL).

Les barres représentent les moyennes +/- SEM.

a: ARK™Y +OVL ou WT+OVL significativement différent de AR*™" ou WT, respectivement (p < 0.05)
n=3-5/groupe.
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6 Etude du role du RA dans les cellules satellites : la lignée Pax-
CreER"?/AR.

A D’état basal, la masse musculaire des membres n’est pas régulée par les androgenes via
leur récepteur dans les myofibres. Cependant, la masse du BC augmente apres un traitement a
la nandrolone. Afin, de comprendre le role des androgenes et de leur récepteur sur le controle
de la masse musculaire, une nouvelle lignée de souris chez lesquelles le RA est
spécifiquement invalidé dans les cellules satellites chez 1’adulte, les cellules souches du
muscle, a été générée: la lignée Pax-CreER" / AR™".

6.1 La lignée Pax-CreER"™/ AR,

La lignée Pax-CreER™ / AR™" est une lignée dans laquelle le RA est invalidé dans les
cellules satellites chez I’adulte. Les souris AR™*” oii la recombinase CreER™ est absente,
traitées au tamoxifeéne, sont les contrdles. Les souris ARV sont celles exprimant la
CreER™ recombinase sous le contrdle du promoteur Pax7 activée apres traitement au
tamoxifene.

Afin de visualiser la présence du transgene, CreER™ sous le controle du promoteur
Pax7, Pax-CreER™, on réalise une réaction de polymérisation en chaine (PCR) permettant
d’amplifier un fragment spécifique de I’ADN sur une biopsie de queue de souris digérée dont
I’ADN a été extrait. Afin de visualiser si le géne codant pour le RA est bien entouré de site
LoxP (allele L2), on réalise une PCR avec des amorces encadrants ces sites. Si le RA est
flanqué de sites LoxP et que la souris possedent le transgéne Pax-CreER "%, aprés injection de
tamoxifene, il y aura excision du RA spécifiquement dans les cellules satellites et ’allcle
excisée est appelée L-.

La figure S58A présente un gel d’agarose sur lequel a été déposé le produit de la PCR et
qui permet de visualiser ’allele L2 et I’allele L-. Le fragment d’ADN L- n’est présent dans
aucun tissus lorsque la CreER"™ est absente chez les souris AR™" alors que 1’alléle floxé L2
est présent dans tous les tissus (figure 58A). Lorsque la CreER™? est présente chez les souris
ARP on visualise I’alléle L2 dans tous les tissus mais 1’excision se fait uniquement dans
les muscles des membres, le muscle bulbocaverneux et le diaphragme (allele L-) (figure S8A).
Les cellules satellites représentent une faible proportion de cellules dans le muscle
squelettique, c’est pourquoi les bandes visualisées sur le gel d’agarose sont faibles.

Afin de vérifier I’excision du RA dans les cellules satellites, un immunomarquage avec
des anticorps dirigés spécifiquement contre le RA et Pax7, a été réalisé sur des coupes de
muscle gastrocnémien. Chez les souris ARLZ/y, le RA est présent dans toutes les cellules
PAX7 positives (figure 58B, fleches). Chez les souris ARV, Je RA est absent dans les
cellules PAX7 positives (figure 58B, pointe de fleches pleines).
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Figure 58. Excision du récepteur des androgénes spécifiquement dans les cellules satellites.

A. Excision du RA. Le L- représente I'alléle excisée lorsque la souris possede la Cre recombinase
inductible et est injectée au tamoxifen. L2 représente I'allele possédant les sites LoxP.

B. Co-Immunohistologie avec un anticorps dirigé contre le RA (en rouge) et un anticorps dirigé
contre les cellules satellites Pax7 positive (en vert). Les noyaux sont marqués au DAPI (bleu). Les
fleches représentent les cellules satellites RA+ / PAX7+. Les tétes de fleches pleines représentent
les cellules RA- / PAX7+. Les tétes de fleches vides représentent les cellules RA+/PAX7-.

Les barres d’échelle représentent 100 pm.

Le RA étant exprimé dans les autres types cellulaires du muscle, on trouve des cellules
exprimant le RA sans exprimer PAX7. 1l s’agit entre autre des myofibres.

Donc le récepteur des androgenes est bien absent dans les cellules satellites des souris AR
¥ Ces souris constituent donc un bon modele afin d’étudier le réle du RA dans les cellules

(i)sat-

satellites.

6.2 Etude de la force et de la masse musculaire en absence du RA dans les
cellules satellites.

Nous avons mesuré la force et la masse musculaire des souris AR™*Y et ARV, Nos
résultats montrent qu’il n’y a pas de différence de la force d’agrippement a 17 semaines entre
les souris AR et ARVS (figure 59A). La masse corporelle ainsi que la masse musculaire
des muscles des membres et du BC sont similaires entre les souris AR™Y et ARV (figure
59B et C).
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Figure 59. Etude de la force et de la masse musculaire

A. Force musculaire mesurée par test d’agrippement chez des souris ARYY et AR/ 3gées de 17
semaines.

B. Masse corporelle des souris AR*YY et AR"*™/¥ gées de 17 semaines.

C. Masse musculaire des souris AR et AR™*Y 4gées de 17 semaines.
n=7 par groupe. Les barres représentent les moyennes +/- SEM.

Donc le RA dans les cellules satellites ne controlent ni la force ni la masse musculaire a 1’état
basal chez ’adulte.

6.3 Effet d’une surcharge mécanique sur la force et la masse musculaire en
I’absence du RA dans les cellules satellites.

Un mois apres 1’opération créant une surcharge mécanique, la force et le poids du
plantaris ont été mesurés. On observe une augmentation de la masse du plantaris d’environ
40% chez les souris AR et AR (figure 60A). La force du plantaris un mois apres
I’opération est augmentée de 62% chez les souris AR™Y et de 45% chez les souris ARV™"
(figure 60B). Lorsque la force est rapportée au poids du plantaris, aucune différence n’est
observée (figure 60C). En revanche, on constate qu’il y a une tendance a I’augmentation de la
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Figure 60.Effet d’'une surcharge musculaire sur le contréle de la force et de la masse musculaire en
absence du RA dans les myofibres.
A. Poids du plantaris de souris AR et AR un mois aprés une surcharge mécanique
(Overload ; n=2 et n= 4 respectivement) ou non (n=2 et n=6 respectivement).
B. Force du plantaris de souris AR et AR™***”Y un mois aprés une surcharge mécanique.
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C. Force maximale du plantaris de souris AR*YY et AR"™ yn mois aprés une surcharge mécanique.
Les barres représentent les moyennes +/- SEM. **p< 0.01.

Donc I’augmentation de la force est liée a I’augmentation de la masse chez les souris AR™Y et
AR induite par la surcharge mécanique. En revanche, a I’état basal, le RA dans les
cellules satellites semble contrdler négativement la force musculaire.

Le RA dans les cellules satellites a 1’age adulte, ne controlent pas 1’augmentation de masse et
de la force musculaire induites par une surcharge mécanique.

6.4 Etude de la régénération musculaire apres une lésion induite par un
traitement a la cardiotoxine.

Afin de comprendre le role des androgenes et de leur récepteur dans les cellules
satellites sur le contrfle de la régénération musculaire, nous avons induit une lésion
musculaire. Pour cela, les souris AR™ et ARV™™Y gont traitées avec de la cardiotoxine
(CDTX), un peptide isolé du venin de cobra Naja mossambica mossambica afin d’induire la
régénération.

Des souris sont anesthésiées et un tibialis est injecté en intra-musculaire avec de la
CDTX et le second avec du PBS. Les muscles ont été prélevés et analysés 1, 3, 6 et 16 jours
apres I’injection. On constate que trois jours apres le traitement il y a une diminution du poids
du tibialis des souris AR™" et AR”**¥. Dés le 6éme jour aprés I’injection, le poids des
tibialis réaugmentent. 16 jours apres I’injection, le poids du tibialis est similaire a celui un
jour apres le traitement (figure 61A). Ces résultats montrent que la dégénérescence a lieu
jusqu’au 6eme jour ol le muscle commence a régénérer pour atteindre un poids similaire a
celui du contrdle. Il n’y a pas de différence du poids des tibialis des souris AR au cours
du traitement comparées aux souris AR,

Nos résultats permettent de conclure que le RA dans les cellules satellites ne controle
pas la masse musculaire au cours de la régénération.

Les tibialis ont été analysé a I’aide d’une coloration Hématoxiline-Eosine. Apres les
premiers jours de traitement a la CDTX, aucun défaut des fibres n’est observé. A partir de
trois jours apres 1’injection, on observe un début d’infiltration (figure 61B) chez les souris
AR™Y et ARP™ traitées 4 la CDTX. Six jours aprés I’injection de CDTX, on retrouve des
cellules mononuclées non musculaires infiltrées et on commence a apercevoir des petites
cellules musculaires avec un noyau central (figure 61B). Seize jours aprés 1’injection, les
souris AR™¥ présentent toujours quelques petites cellules en cours de régénération avec un
noyau central, ce qui n’est pas le cas pour les fibres musculaires des souris AR (figure
61B). Les tibialis des souris AR™Y et ARP*" traitées a la CDTX, ne présentent pas de
différences histologiques majeures.

Nous avons analysé 1’expression des transcrits de génes codant pour des protéines

impliquées dans la dégénérescence et la régénération musculaire. 24 heures apres I’injection
de CDTX, il y a une tendance a la diminution du niveau d’expression du transcrit de la
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myostatine, un inhibiteur de la prolifération des cellules satellites pendant la dégénérescence
chez les souris AR*”. Dés le 3™ jour, les transcrits de Pax7 et de la forme embryonnaire de
MHC sont surexprimés apres une 1ésion induite par une injection de CDTX (figure 61C) chez
les controles. Ceci marque le début de la régénération. Ces genes sont encore fortement
induits six jours apres le traitement chez les contrdles. Puis le 6™ jour aprés I’induction de
dommage musculaire, il y a une surexpression de MyoD et de la Myogénine, marqueur de la
différentiation. L’expression de la Desmine est dérégulée le 3™ jour, mais retrouve le méme
niveau que les souris traitées au PBS des le 6°™ jour.
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Figure 61. Effet d’un traitement a la cardiotoxine sur la régénération musculaire.

A. Masse du tibialis des souris AR et AR"*™/Y 1 (n=2 par condition), 3 (n=3 et n=2 respectivement

par condition), 6 (n=4 par condition) et 16 jours (n=3 et n=2 respectivement par condition) aprés

une injection intramusculaire de cardiotoxine (CDTX) exprimé en % du poids du tibialis injecté au

PBS.

B. Coloration Hematoxiline-Eosine sur des coupes transversales de tibialis de souris AR et AR

h 1, 3, 6 et 16 jours aprés une injection intramusculaire de carditoxine ou de PBS. La barre

représente 100 um.

C. Niveau d’expression relatif des principaux génes impliqués dans la différentiation et la

régénération musculaire.
*p< 0.05 ; ¥*p<0.01 ; ***p<0.001. Les barres représentent les moyennes +/- SEM.

U.A, Unité Arbitraire.

Tous ces genes sont induits de facon similaire a ce qui est décrit dans la littérature (Chargé
and Rudnicki, 2004) apres un traitement a la CDTX. Aucune différence d’expression de ces
génes n’est observée chez les souris ARV,

Donc le RA dans les cellules satellites ne semble pas jouer un role dans la régénération
musculaire induite par un traitement a la CDTX.

6.5 Effet d’un traitement androgénique sur la régulation de la force et de la

masse musculaire des souris AR"*” et ARV

-/y

L’ablation du RA dans les cellules satellites n’entraine pas de défaut de la force ou de la
masse musculaire. Nous avons traité des souris pendant un mois avec de la nandrolone afin
de comprendre le role des androgenes dans les cellules satellites.
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Chez les souris controles AR™ Y, on observe une faible augmentation de la force

d’agrippement de 9% apres deux semaines de traitement a la nandrolone (figure 62A). 11 faut
noter que la force des souris ARV augmente aprés un traitement a I’huile comme a la
nandrolone, ¢’est pourquoi il n’y a pas de différence de la force entre les souris ARV traité
a la nandrolone et les souris traitées avec le véhicule.
On constate également une tendance a I’augmentation du poids du tibialis et du BC chez les
souris AR™” traitées 2 la nandrolone comparées aux souris traitées avec le véhicule (figure
62B). Il y a une tres légere tendance a 1’augmentation du poids du tibialis et du BC chez les
souris AR aprés un traitement 2 la nandrolone (figure 62B).
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Figure 62. Role du RA dans les cellules satellites sur le controle de la masse et de la force

musculaire aprés un traitement androgénique.

A. Force d’agrippement des souris AR et AR/ durant un mois de traitement a la Nandrolone
ou a I’huile (véhicule).

B. Masse musculaire chez les souris AR et AR"™”Y aprés un mois de traitement a la Nandrolone
ou a I’huile (véhicule).

*p< 0.05 ; **p<0.01. Les barres représentent les moyennes +/- SEM. n=5 et 3 pour les souris AR"? et

ARV respectivement traitées a I'huile. n = 8 et 10 pour les souris AR et AR™”Y respectivement

traitées a la nandrolone.

Donc le RA ne contrdle pas la masse musculaire lors d’une supplémentation androgénique.

6.6 Analyse moléculaire apres un mois de traitement a la nandrolone des souris
ARLZ/y et AR(i)sat-/y

Une analyse de I’expression des transcrits des genes impliqués dans la régulation de la
masse musculaire a été réalisée sur le tibialis des souris AR™Y et ARV,
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Nous n’avons observé aucune différence de I’expression des transcrits d’IGF1 (figure
63) apres un traitement a la nandrolone. Nous ne reproduisons pas les résultats précédemment
obtenu sur les muscles gastrocnemien des souris AR traitées a la nandrolone (figure 52).
Or, I'induction d’IGF1 aprés un traitement a la nandrolone sur des souris ARMY (figure 52)
est en accord avec le fait qu’IGF1 est connu pour étre un médiateur des effets anaboliques
dans le muscle squelettique (Lewis et al., 2002; Serra et al., 2011).

L’expression de la myostatine diminue de 60% chez les souris AR comparées aux
souris AR™. En revanche, 1’expression du transcrit de la myostatine chez les souris ARV
est similaire 2 celle observée chez les souris AR**” aprés un traitement 2 la nandrolone (figure
63). La myostatine est un régulateur négatif de la masse musculaire.
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Figure 63. Niveau d’expression des géenes impliqués dans la régulation de la masse musculaire
apres un traitement androgénique.

Niveau d’expression relative des transcrits d’IGF et de la myostatine dans le tibialis de souris AR"”" et
ARV traitées un mois a la nandrolone ou au véhicule (huile). n=4 et 3 pour les souris ARV et
ARV respectivement traitées a I'huile. n=9 et 8 pour les souris AR"" et AR"*™¥ respectivement
traitées a la nandrolone.

*p<0.05, **p<0.01. Les barres représentent les moyennes +/- SEM. U.A, Unité Arbitraire.

Un traitement a la nandrolone permet de compenser la perte d’expression de la myostatine
induite par une absence du RA dans les cellules satellites.

On peut donc conclure que le RA dans les cellules satellites est nécessaire a I’expression de la
myostatine. Cecl est en accord avec les résultats récents de (Dubois et al., 2014). Cependant,
leur modele ne permet pas I’excision du RA uniquement dans les cellules satellites mais ce
dernier est également excisé dans les cellules qui en dérivent.
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Partie 2. Role des androgenes dans la régulation de ’autophagie.

. . km-/; ,
7 Analyse du transcriptome des souris AR™™ comparées aux
L2
souris AR"",

Afin de mieux comprendre le role des androgenes via leur récepteur dans les myofibres,
un transcriptome a été réalisé sur des souris AR™Y et AR™™™. Peu de génes ont été mis en
évidence comme dérégulés en absence du RA dans les myofibres. Seuls trois sont fortement
sous-régulés : 1’ornithine decarboxylase 1 (ODCl1), la spermine oxidase (SMOX) et
I’adenosylmethionine decarboxylase 1 (AMDI1). Ces genes codent pour des enzymes
impliquées dans la synthese des polyamines (PA) : putrescine, spermidine et spermine (figure
64A). De plus, une autre enzyme est importante dans la synthese et la dégradation des PA,
SSAT (spermidine/spermine N-1 acetyl transferase).

7.1 En condition basale.

Les niveaux des transcrits d’ODC1, d’AMD et de SMOX sont similaires chez les souris
HSA-Cre comparées aux souris AR™”. L’expression des transcrits de ces géne est diminuée
de 67%, 82% et 72%, respectivement chez les souris AR™™ par rapport aux souris AR"*Y
(figure 64B) confirmant les résultats obtenus avec le transcriptome.
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Figure 64. Voie de synthése des polyamines et niveau d’expression des génes codant pour les
enzymes impliquées dans leur synthése en conditions basales.
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A. Schéma expliquant la synthese et I'interconversion des différentes polyamines extrait de Childs
et al., 2003.

B. Niveau d’expression relative d’'ODC1, d’AMD1 et de SMOX dans le muscle gastrocnémien de
souris AR (n<10), HSA-Cre (n=2) et AR*™" (n<10).

*p<0,05 ; ** p<0,01; *** p<0,001. Les barres représentent les moyennes +/- I'erreur standard de la

moyenne. U.A, Unité Arbitraire.

Donc les androgenes via leur récepteur dans les myofibres controlent I’expression des génes
codant pour les enzymes impliquées dans la synthese des PA.

7.2 Effet d’un traitement androgénique a court terme sur la régulation des
genes codant pour les enzymes impliquées dans la synthese des polyamines.

Des souris de types sauvages (WT) ont été traitées trois jours avec 10 mg/kg de
nandrolone et sacrifiées 24h apres la derniere injection. Nous avons étudié¢ I’effet d’une
supplémentation androgénique sur la régulation des niveaux d’expression des transcrits
d’ODC1, AMDI et SMOX.

Dans le muscle BC, tres sensible aux androgenes, on observe une augmentation de
I’expression des transcrits du RA et d’ODCI apres un traitement a la nandrolone (63% et plus
de 90% respectivement, figure 65A). Donc notre traitement aux androgenes est efficace. Dans
le muscle gastrocnémien, les souris traitées a la nandrolone pendant trois jours présentent une
augmentation de 1’expression du transcrit d’ODC1 de 30% par rapport aux souris traitées a
I’huile (figure 65B). Nous n’observons pas de différence d’expression d’AMD1 et de SMOX
apres le traitement a la nandrolone dans le BC ou le muscle gastrocnémien.
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Figure 65. Niveau d’expression des transcrits du RA et des génes codant pour les enzymes

impliquées dans la synthése des polyamines aprés un traitement androgénique court.

A. Niveau d’expression du RA, d’ODC1, d’AMD1 et de SMOX dans le muscle bulbocaverneux de
souris de types sauvages (WT) dgées de 15 semaines traitées trois jours avec de la nandrolone
(n=3; 10 mg/kg de souris) ou le véhicule (n=2 ; huile).
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B. Niveau d’expression du RA, d’'ODC1, d’AMD1 et de SMOX dans le muscle gastrocnémien de
souris de types sauvages (WT) agées de 15 semaines traitées trois jours avec de la nandrolone
(n=3; 10 mg/kg de souris) ou le véhicule (n=2 ; huile).

Les barres représentent les moyennes +/- SEM. U.A, Unité arbitraire.

Donc un traitement androgénique court entraine une induction de I’expression du RA et
d’ODCI1 dans le BC.

7.3 Effet d’un traitement androgénique a long terme sur la régulation des génes
codant pour les enzymes impliquées dans la synthese des polyamines.

Afin de connaitre I’effet d’un traitement androgénique long, des souris AR™Y et AR™™

¥ ont été traitées a la nandrolone deux fois par semaine par injection en sous cutanée pendant
un mois.
Il y a une tendance a I’augmentation de ’expression du transcrit d’ODCI1, d’AMDI et de
SMOX dans le muscle gastrocnémien des souris AR"" traitées a la nandrolone (figure 66).
L’expression d’ODC1, d’AMDI1 et de SMOX est diminuée chez les souris ARSI (figure 66)
confirmant nos résultats a 1’état basal (figure 64B). Apres un traitement d’un mois a la
nandrolone, il n’y a pas d’induction de I’expression du transcrit de ces génes chez les souris
ARY™,
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Figure 66. Niveau d’expression des transcrits du RA et des génes codant pour les enzymes
impliquées dans la synthése des polyamines apreés un traitement d’un mois a la nandrolone.

Niveau d’expression relative du RA, d’ODC1, d’AMD1 et de SMOX dans le muscle gastrocnémien des
souris AR (n=4 3 6) et AR*™¥ (n=3 3 5) 4gées de 17 semaines aprés un traitement d’un mois 3
I"huile ou a la nandrolone.

*p<0.05; ** p<0,01; *** p<0,001. Les barres représentent les moyennes +/- SEM. U.A, Unité
Arbitraire.

Donc, le RA dans les myofibres est nécessaire a I’expression de ces genes.
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7.4 Effet d’un traitement androgénique long aprés une castration sur la
régulation des genes codant pour des enzymes impliquées dans la synthese
des polyamines.

Afin de déterminer le role des androgenes dans la synthese des polyamines, des souris

sauvages ont été castrées afin de supprimer les niveaux d’androgeénes endogenes, puis traitées
avec 10 mg/kg de nandrolone deux fois par semaines pendant un mois.
Apres une castration, un traitement androgénique ou une castration supplémentée a un
traitement androgénique on constate que 1’expression du RA tend a diminuer mais de manicre
non significative (figure 67). Les niveaux d’expression des transcrits d’ODC1, d’AMDI1 et de
SMOX ne sont pas augmentés apres un traitement d’un mois a la nandrolone. En revanche,
lorsque les souris sont castrées, 1’expression de ces trois genes est diminuée d’environ 80%
(figure 67). Lorsque les souris castrées sont traitées a la nandrolone pendant un mois, les
niveaux d’expression des transcrit d’ODCI1, d’AMD1 et de SMOX sont similaires aux
niveaux d’expression des souris non castrées (figure 67).
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Figure 67. Niveau d’expression des génes codant pour les enzymes responsable de la synthése des
PA aprés une castration suivie d’un traitement androgénique.

Niveau d’expression relative du RA, d’ODC1, d’AMD1 et de SMOX dans le muscle gastrocnémien des
souris contrdles agées de 17 semaines un mois aprés castration traitées ou non a la nandrolone (10
mg/kg) pendant un mois.

** p<0,01 ; *** p<0,001. Les barres représentent les moyennes +/- SEM. U.A, Unité Arbitraire.

Ces résultats confirment que les androgenes via leur récepteur dans les myofibres
contrdlent I’expression des geénes codant pour les enzymes impliquées dans la synthese des
polyamines.

De plus, il est connu que les genes ODC1, AMD1 et SMOX possedent des séquences ARE.
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7.5 Etude métabolomique.

L’expression des genes codant pour les enzymes impliquées dans la synthése des
polyamines est dérégulée. Afin de connaitre 1’effet sur la quantité des différentes PA, une
étude métabolomique a été réalisée dans le muscle gastrocnémien des souris ARY Y. HSA-Cre
et AR 4gées de 15 semaines.

Etonnamment, aucune différence des niveaux des PA (putrescine, spermidine,
spermine) dans le muscle gastrocnémien chez les souris AR ™Y (figure 68A). En revanche,
cette analyse nous a permis de mettre en évidence que les niveaux de carnosine et de
sarcosine, deux dérivés d’acides aminés, sont diminués de 60 % et 68 % respectivement dans
le muscle gastrocnémien des souris AR™™ comparées aux souris HSA-Cre et AR (figure
68B). De plus, le niveau d’un troisieme dérivé d’acides aminés, la méthionine-sulfoxide est
augmenté de plus de 50 % chez les souris AR comparées aux souris contrdles HSA-Cre
et AR™? (figure 68B). La concentration de ces trois molécules dans le muscle gastrocnémien
des souris HSA-Cre est comparable a celle dans le muscle des souris AR™Y. Parmi 200
molécules testées, seules ces trois molécules ont des concentrations différentes dans le muscle
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Figure 68. Analyse métabolomique du muscle gastrocnémien chez les souris AR, HSA-Cre et
AR*™Y 3gées de 15 semaines.
A. Concentration des différentes polyamines dans le muscle gastrocnémien des souris AR, HSA-
Cre et AR™™ 4gées de 15 semaines.
B. Concentration de la carnosine, de la sarcosine et de la méthionine-sulfoxide chez les souris
AR"Y HSA-Cre et AR™™ agées de 15 semaines.
Les barres représentent les moyennes +/- SEM. n= 3 par groupe.

Donc les androgenes via leur récepteur dans les myofibres contrélent 1’expression des
genes codant pour des enzymes impliquées dans la synthese des polyamines. Néanmoins, ceci
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n’altere pas la quantité¢ des PA dans le muscle gastrocnémien. En revanche, les androgenes
grace a leur récepteur dans les myofibres controlent les niveaux des dérivés d’acides aminés
carnosine, sarcosine et méthionine-sulfoxide.

7.6 Role du RA dans la régulation de ’autophagie.

Masiero et collaborateurs ont montré qu’un défaut d’autophagie entraine une diminution
de la force musculaire (Masiero et al., 2009). De plus, de nombreuses études ont été réalisées,
notamment sur la levure Saccharomyces Cerevisiae. 1l a été montré que les polyamines
régulent I’autophagie (Eisenberg et al., 2009b).

L’initiation de I’autophagie se fait par la formation d’un conjugué formé des protéines
atg5-atgl2. Il va permettre le recrutement d’un deuxiéme conjugué sur 1’autophagosome en
formation et étre recyclé vers le cytosol. Ce deuxieme conjugué provient de la conjugaison de
la protéine atg8 (ou LC3) a la phosphatidyléthanolamine (PE) ce qui lui permet de
s’incorporer dans la membrane du pré-autophagosome. Donc LC3 existe sous forme
cytosolique (LC3-I) ou associ¢ a ’autophagosome (LC3-II). La conversion de LC3-I en LC3-
IT est donc un bon marqueur de 1’autophagie.

Afin de savoir si I"autophagie est dérégulée en I’absence du RA dans les myofibres,
nous avons analysé les niveaux de LC3-I et LC3-II sur les souris AR HSA-Cre et AR*™"
a I’état basal.

Les niveaux de LC3-II sont augmentés chez les souris HSA-Cre par rapport au niveau
chez les souris AR™. Les niveaux de LC3-II sont également augmentés chez les souris
AR comparées aux souris AR mais de maniére plus importante que chez les souris
HSA-Cre (figure 69A et B). Le rapport du niveau de LC3-I sur LC3-II est diminué chez les
souris HSA-Cre et a plus de 90% chez les AR par rapport aux souris AR

L’autophagie est donc induite de facon plus importante chez les souris AR™ ™Y par
rapport aux souris HSA-Cre. Donc le RA dans les myofibres régulent I’autophagie. Bien que
les niveaux d’expression des geénes codant pour les enzymes impliquées dans la synthése des
PA soient diminués en 1’absence du RA dans les myofibres, le taux des PA dans le muscle
gastrocnémien est inchangé. L’induction de I’autophagie en 1’absence du RA dans les
myofibres ne peut donc pas s’expliquer par une dérégulation des niveaux de PA.
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Figure 69. Etude de I'autophagie.

A. Western blot représentatif du niveau d’expression protéique de LC3-I et LC3-Il sur des souris
AR'YY HSA-Cre et AR ™Y,

B. Quantification des niveaux d’expression protéique de LC3-I et LC3-II sur des souris AR, HSA-
Cre et AR™™ et rapport des niveaux protéiques de LC3-1/LC3-II.
n=5 par groupe. Les barres représentent les moyennes +/- I'erreur standard. *p<0.05 ;**p<0.01.

Afin de mieux comprendre les mécanismes responsables de 1’induction de 1’autophagie

en présence du transgene HSA-Cre et de 1’absence du RA dans les myofibres, 1’expression
des protéines impliquées dans la régulation de I’autophagie a été étudiée.
La protéine mTOR est un régulateur du processus autophagique. mTOR activée inhibe la voie
de I’autophagie. Son inactivation (suite a une mise a jeun par exemple) permet de lever cette
inhibition et d’induire 1’autophagie. Nous n’avons pas observé de différence dans 1’expression
des protéines mTOR et pmTOR chez les souris ARY™ comparées aux souris AR (figure
70A).

La voie mTOR n’est pas impliquée dans I’activation de 1’autophagie induite en
I’absence du RA dans les myofibres.

Nous avons testé d’autres voies permettant la régulation de 1’autophagie comme
Beclin 1 et ULK. Beclin 1 est responsable de I’initiation de I’autophagie. Ici, il y a une 1égere
augmentation de 1’expression protéique de Beclin 1 et pas de différence de I’expression de
pULK chez les souris AR comparées aux souris ARMY (figure 70B). En revanche, AMPK
(protéine kinase activée par AMP) est augmenté de 37% chez les souris AR comparées
aux souris AR™Y et HSA-Cre.
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Figure 70. Analyse des voies impliquées dans la régulation de I’autophagie.

A. Western blot représentatif des niveaux d’expression protéique de mTOR et pmTOR et leur
quantification normalisée avec la tubuline chez les souris AR"”, HSA-Cre et AR*™. Les barres
représentent les moyennes +/- 'erreur standard de la moyenne. n=6 par groupe.

B. Western blot représentatif des niveaux d’expression protéique de pULK et Beclinl et leur
quantification normalisée avec la tubuline chez les souris AR et AR®™. Les barres
représentent les moyennes +/- 'erreur standard de la moyenne. n=2 par groupe.

Western blot représentatif des niveaux d’expression protéique d’AMPK et sa quantification
normalisée avec la tubuline chez les souris AR"", HSA-Cre et AR®™". Les barres représentent les
moyennes +/- SEM. n=3 par groupe. U.A, Unité Arbitraire.

Donc ’augmentation des niveaux d’AMPK uniquement chez les souris AR™™ peux
expliquer I’induction de I’autophagie. Cependant, il faudra vérifier les niveaux de pAMPK.
De plus, il existe d’autre fonction d’AMPK comme la régulation de 1’utilisation du glucose ou
I’inhibition de la synthese de glycogeéne. Ceci sera ¢tudié dans la partie 3.

Nous nous sommes alors intéressés a 1’autophagie induite par une mise a jeun et nous avons
étudié I’'impact sur le RA.
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7.7 En condition de stress induit par une mise a jeun.

La mise a jeun est un modele connu pour induire I’autophagie. Nous avons donc mis les

L2Jy s

souris AR™ a jeun afin de déterminer si les androgenes jouent un rdle dans la régulation de

I’autophagie induite par une mise a jeun.

Nous avons montré que le niveau d’expression des transcrits du RA des souris AR™? est
diminué de 20% apres 24 heures de mise a jeun et de 58% apres une mise a jeun de trois jours
(figure 71A). Au niveau protéique, il y a une diminution de 70% du RA apres 24h et trois
jours de mise 2 jeun, atteignant un niveau proche de celui observé chez les souris AR™™"
(figure 71B et C). Cette diminution de I’expression a été confirmée en immunohistologie avec

un anticorps dirigé spécifiquement contre le RA, apres trois jours de mise a jeun (figure 71D).
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Figure 71. Niveau d’expression du RA aprés un stress induit par une mise a jeun.

A. Niveau d’expression relative du RA chez les souris AR et AR™ ™ en condition basale (n=20 et
23 respectivement) et apres mise a jeun de 24h (n=8 et 9 respectivement) ou 72h (n=3).

B. Western blot représentatif du niveau d’expression du RA en condition basal et aprés 24h ou 72h
de mise a jeun des souris AR"/.

C. Quantification relative du niveau d’expression protéique du RA en condition basal et apres 24h
ou 72h de mise a jeun des souris AR, U.A, Unité Arbitraire.

D. Immunohistologie sur une coupe transversale du muscle gastrocnémien de souris agées de 15
semaines en condition basal ou aprés 72h de mise a jeun d’une souris AR,

*p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001. Les barres représentent les moyennes +/- SEM.

Donc, nous avons montré qu’un stress induit par une mise a jeun entraine une perte du RA.
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Vu que les androgeénes contrdlent I’expression des geénes codant pour les enzymes
impliquées dans la synthése des polyamines et que leur RA est diminué¢ pendant 1’autophagie
induite par une mise a jeun, nous nous sommes intéressés au niveau d’expression des
transcrits de ces enzymes pendant un jeun. L’expression d’ODCI1 est augmentée chez les
souris AR™” (environ 50%) et AR™™ (environ 80%) apres 24, 48 et 72h de mise 2 jeun
(figure 72). Donc le niveau d’ODCI1 varie indépendamment de 1’expression du RA pendant
une mise a jeun. Les niveaux d’expression du transcrit d’AMD1 sont diminués chez les souris
contrdles apres 24, 48 et 72h de mise a jeun (de 90, 40 et 85% respectivement). Le niveau de
transcrit d’AMDI1 est également diminué apres 24h et 72h de mise a jeun chez les souris
AR™ ™ La quantité &’ ARNm de SMOX est diminuée de 90% chez les souris AR**” aprés 24
et 72h de mise a jeun. Chez les souris AR™™ ¥ 1a diminution par rapport aux souris nourries
est de 90% a 24h et 70% apres une mise a jeun de 72H (figure 72). L’expression des transcrits
d’AMDI et de SMOX est diminuée de la méme facon que celle du RA pendant une mise a
jeun.
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Figure 72. Niveau d’expression des polyamines et des génes codant pour les enzymes impliquées
dans leur synthése en condition de stress induit par une mise a jeun.

Niveau d’expression relative des transcrit des genes ODC1l, AMD1 et SMOX dans le muscle
gastrocnémien de souris AR et AR™™ " aprés 0, 24, 48h ou 72h de mise 2 jeun.

® p<0,05; * p<0,01; ** p<0,001 différences significatives entre les souris AR mises a jeun et
nourries.

*p<0,05 ; ** p<0,01; *** p<0,001 différences significatives entre les souris AR*™ mises a jeun et
nourries.

#0<0,05 ; #p<0,01; **p<0,001 différences significatives entre les souris AR et AR®™" au méme
temps.

Les barres représentent les moyennes +/- SEM. U.A, Unité Arbitraire.

Donc I’induction de I’autophagie par une mise a jeun entraine une diminution de I’expression
de RA qui régule I"expression d’AMD et SMOX comme a 1’état basal. En revanche ODCI1
n’est pas régulé par le RA dans ces conditions. Donc le mécanisme permettant la régulation
d’ODCI est différent en condition basal et en condition de stress induit par une mise a jeun.
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Partie 3 : Role des androgenes dans le métabolisme du glucose.

I a été montré qu’il existe un lien entre les niveaux d’androgénes et le métabolisme du
glucose (Ding et al., 2006; Liu et al., 2013). De plus, en analysant les voies susceptibles de
réguler I’autophagie, nous avons constaté que les souris AR™™” ont un niveau d’expression
protéique d’AMPK plus élevé que les souris AR**?Y et HSA-Cre. L’AMPK est impliquée dans
le controle de mécanismes comme 1’activation de la glycolyse ou I’inhibition de la synthése
d’acide gras.

Il a été montré qu’un changement dans le flux catabolique de polyamines via la surexpression
de SSAT entraine une diminution du niveau d’ATP, qui conduit a une induction d’AMPK.
Ces souris sur-exprimant SSAT sont plus tolérantes au glucose et plus sensibles a 1’insuline
(Pirinen et al., 2007). Nos souris ne présentent pas de défaut des niveaux de PA dans le
muscle gastrocnémien. Cependant, les génes codant pour les enzymes impliquées dans leur
synthese étant dérégulé, cela pourrait entrainer un changement de I’expression de SSAT chez

. km-/
les souris AR*™™",

8 Raole des androgenes dans le métabolisme glucidique.
8.1 A I’état basal.

Les souris agées de 15 semaines AR HSA-Cre et AR™™ sont mises 2 jeun une nuit
et le niveau de glucose sanguin est mesuré le lendemain matin. Les niveaux de glucose sont
similaires chez les souris AR™*”, HSA-Cre et AR™™" (figure 73A).

Donc dans ces conditions, le RA dans les myofibres ne régulent pas 1’homéostasie du
glucose.

8.2 Tolérance au glucose (IPGTT) et résistance a ’insuline (IPIST) chez les
souris AR™ ™7,

Les souris AR, HSA-Cre et AR™™" agées de 17 ou 35 semaines sont mises a jeun
une nuit avant de subir un test de tolérance au glucose. Apres une injection intra-péritonéal
d’un bolus de 2 mg de glucose / kg de souris, des échantillons de sang sont prélevés de la
veine de la queue 0, 30, 45, 60 et 90 minutes aprés I’injection. Le glucose plasmatique est
similaire entre les souris HSA-Cre et AR™Y. Cependant, les niveaux de glucose plasmatique
sont plus élevés chez les souris ARY™ comparées aux souris HSA-Cre et AR™Y 3 17
semaines (figure 73B).

De plus, les niveaux plasmatiques de glucose apres une mise a jeun de 7 heures suivie
d’une injection d’insuline (0.036mg/kg de souris) sont plus élevés chez les souris AR™™
comparées aux souris AR™" et HSA-Cre 4 17 semaines (figure 73C).

Cette diminution de la tolérance au glucose et de la résistance a ’insuline est temporaire
puisqu’a 37 semaines, les niveaux de glucose plasmatique sont similaires chez les souris
AR™Y HSA-Cre et AR™™". Ce niveau est d’environ 400 mg/dl 30 minutes aprés 1’injection
de glucose ce qui correspond au niveau de glucose des souris ARM™H jeunes (Figure 73B).
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Cela peut s’expliquer par le fait que les souris sont plus agées et donc ont un niveau
d’androgenes plus faible Pour revue (Kaufman and Vermeulen, 2005)].
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Figure 73. Niveau de glucose sanguin dans différentes conditions.
A. Niveau de glucose sanguin chez les souris AR (n<10), HSA-Cre (n=7) et AR*™" (n<10). Les
barres représentent les moyennes +/- SEM.
B. Test de tolérance au glucose réalisé sur des souris AR, HSA-Cre et AR™ ™" agées de 17
(n=26, 14 et 1 respectivement) et 35 semaines (n=13, 5 et 2 respectivement).
C. Test de résistance a I'insuline réalisé sur des souris AR"”, AR*™"¥ et HSA-Cre agées de 17
(n=14, 11 et 1 respectivement) et 20 semaines (n=14, 10, 1 respectivement).
*p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001. Les symboles représentent les moyennes +/- SEM.

Donc au niveau basal, le RA n’est pas nécessaire au maintien des niveaux de glucose sanguin.
En revanche, les souris AR™™” sont intolérantes au glucose et résistantes a I’insuline. Donc
nos résultats montrent que les androgenes via leur récepteur dans les myofibres sont
nécessaires a la réabsorption du glucose dans des conditions riches en glucose ou en insuline.
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8.3 Effet d’un traitement androgénique prolongé sur I’homéostasie du glucose.

Nous nous sommes intéressés a 1’effet d’un traitement androgénique sur 1’homéostasie
du glucose.
Apres un mois de traitement a la nandrolone, aucune différence des niveaux de glucose dans

le sang au cours d’un test de tolérance au glucose ou de sensibilité a I’insuline n’est observées
(figure 74A et B).
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Figure 74. IPGTT et IPIST apreés un traitement d’un mois a la nandrolone.

Test de tolérance au glucose (A) et de résistance a I'insuline (B) sur des souris de type sauvage (WT)
agées de 14 semaines traitées a I’huile (véhicule ; n=3 a 4) ou a la nandrolone (10 mg/kg ; n=4 a 5)
pendant un mois.

Donc un traitement androgénique ne modifie pas I’homéostasie du glucose bien, qu'une
ablation du RA conduit a une intolérance au glucose et une hypersensibilité a I’insuline.

8.4 Effet d’une castration sur I’homéostasie du glucose.

Un mois apres castration, nous avons soumis les souris a un test de tolérance au glucose
et de sensibilité a I’insuline. Nous n’avons pas observé de différence dans 1’absorption du
glucose (figure 75A). Apres une injection d’insuline le taux de glucose sanguin varie tres
légerement entre les souris castrées et non castrées (figure 75B).
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Figure 75. Effet d’une castration sur I’'homéostasie du glucose.

Test de tolérance au glucose (A) et de résistance a I'insuline (B) sur des souris de type sauvage (WT)
dgées de 14 semaines castrée (n=3 a 4) ou non (n=4 a 5).
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Bien que I’ablation du RA dans les myofibres, conduise a un défaut dans la réabsorption du
glucose, une castration d’un mois n’altére pas cette réabsorption. Ceci a également été montré
par Morakinyo et collaborateurs sur des rats (Morakinyo et al., 2013).

8.5 Effet d’un traitement androgénique long aprés une castration sur
I’homéostasie du glucose.

Afin de s’affranchir des niveaux d’androgénes endogenes, des souris castrées ont été

traitées un mois a la nandrolone et soumises a un test de tolérance au glucose et de sensibilité
a 'insuline.
Lorsque les souris non castrées sont traitées a la nandrolone, nous n’observons aucune
différence dans 1’absorption du glucose (figure 76A et B). On constate que les souris castrées
traitées a la nandrolone présentent un taux de glucose sanguin supérieur a celui des souris
traitées a 1’huile durant I’IPIST.
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Figure 76. IPGTT et IPIST aprés un traitement d’un mois a la nandrolone sur des souris castrées.
A. Test de tolérance au glucose réalisé sur des souris de type sauvage castrées et traitées un
mois a la nandrolone ou a I’huile.
B. Test de sensibilité a I'insuline réalisé sur des souris de type sauvage castrées et traitées un
mois a la nandrolone ou a I’huile.
n=3 a 5 par groupe. Les points représentent les moyennes +/- SEM.

Donc le traitement a la nandrolone diminue la sensibilité a I’insuline et ramene le taux
de glucose a un taux similaire a celui des souris non castrées (figure 76A et B). Lorsque 1’on
traite des souris a la nandrolone la réabsorption du glucose augmente chez les souris castrées
(figure 76A et B).

9 Effet des androgenes via leur récepteur dans les myofibres sur
la fonte musculaire induite par la dexaméthasone.

L’utilisation a long terme des glucocorticoides dans les traitements anti-inflammatoires
est limitée, car ils induisent des effets secondaires importants, et notamment 1’atrophie
musculaire. Cette derniere est caractérisée par une diminution du niveau de protéines, du
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diametre des fibres, de la production de force et de la résistance a la fatigue. Le contrdle de la
masse musculaire est déterminé par une balance entre les voies anaboliques permettant la
synthése de protéines et les voies cataboliques initiant le processus de dégradation des
protéines (Hoffman and Nader, 2004).

9.1 Effet des GC sur la masse musculaire.

Les souris AR™ et AR™™ " sont injectées par voie intra-péritonéale avec 10 mg/kg de
dexaméthasone et les souris AR avec le véhicule pendant deux jours a raison d’une
injection par jour. Le troisiéme jour, les souris sont mis a mort et la rate, les muscles de la
patte postérieure et le BC sont prélevés. La dexaméthasone induit une diminution de 35 % du
poids de la rate de souris AR*" et AR™™ traitées 2 la dexaméthasone, comparées aux souris
traitées au véhicule (Figure 77A).Ce qui signifie que le traitement est efficace conformément
aux observations de Rooman et collaborateurs (Rooman et al., 1999) La dexaméthasone induit
également une perte de la masse du muscle gastrocnémien des souris AR™Y, mais pas des
souris AR™™" (Figure 77B). En revanche un traitement 2 la dexaméthasone n’induit pas
d’atrophie du muscle BC chez les souris AR™Y. Le muscle BC n’est pas sensible a la
dexaméthasone (figure 77B).
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Figure 77. Effet d’un traitement de deux jours a la dexaméthasone sur la fonte musculaire en
absence du RA dans les myofibres.
A. Poids de la rate des souris AR"" agées de 22 semaines traitées a la dexaméthasone ou au
véhicule et AR™™traitées a la dexaméthasone.

B. Masse musculaire des souris AR"

agées de 22 semaines traitées a la dexaméthasone ou au
véhicule et AR™™V traitées a la dexaméthasone.
Les barres représentent les moyennes +/- 'erreur standard de la moyenne. *p<0.05 ; ***p<0.001.

n=3a5.

Ainsi, le RA dans les myofibres est nécessaire pour permettre 1’atrophie musculaire induite
par les GC dans le muscle gastrocnémien.
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9.2 Analyse moléculaire de DPatrophie musculaire induite par les
glucocorticoides chez les souris AR"Y et AR™™".,

Afin de préciser les mécanismes moléculaires impliqués dans la mise en place de
I’atrophie musculaire in vivo et de comprendre le role du RA dans les myofibres dans ce
mécanisme, nous avons étudié I’expression relative de transcrits des genes codant pour des
protéines impliquées dans les voies cataboliques via le systeéme protéolytique.

Un traitement de deux jours a la dexaméthasone induit 3.5 fois I’expression d’une

ubiquitine ligase E3 impliquée dans le systeéme protéolytique, 1’atrogine-1, chez les souris
AR™" mais pas chez les souris AR™™" (figure 78A).
De plus, I’expression du facteur de transcription FoxO1 et FoxO3a (Figure 78B), connu pour
activer ce systeme de dégradation protéique (Mammucari et al., 2007; Sandri et al., 2004) est
augmentée d’un facteur 5 et 8 respectivement apreés deux jours de traitement a la
dexaméthasone. Ces résultats sont en accord avec des études montrant que la dexaméthasone
augmente ’expression des génes FoxOs (Imae et al., 2003) et induit I’expression de geénes
codant pour des protéines impliquées dans la voie de dégradation via le protéasome (Sandri et
al., 2004). En revanche, I’expression de ces génes n’est pas induite lorsque le RA est
spécifiquement invalidé dans les myofibres.
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Figure 78. Analyse moléculaire de I’atrophie musculaire induite par les glucocorticoides dans le
muscle gastrocnémien de souris AR*Y et AR*™ Y,

Niveau d’expression des transcrits des genes impliqués dans la dégradation via le protéasome (A) et
codant pour des facteurs de transcription (B) chez les souris AR*Y (n=3), AR‘Y traitées a la
dexaméthasone (n=6) ou AR™™" traitées a la dexaméthasone (n=>5).

Les barres représentent les moyennes +/- SEM. *p<0.05. U.A, Unité Arbitraire.

Donc le RA dans les myofibres est nécessaire a la fonte musculaire induite par la

dexaméthasone en induisant I’expression du gene codant pour 1’atrogine-1 et les facteurs de
transcription FoxOs.

157



DISCUSSION

158



Discussion

Les études des traitements androgéniques substitutifs chez ’homme ont montré un
role anabolique des androgenes sur la masse musculaire (Bhasin et al., 2001). En revanche,
leurs mécanismes d’action moléculaires sont mal connus. Les souris KO pour le RA
présentent une diminution de la masse musculaire associée a une diminution de la production
de force (MacLean et al., 2008), confirmant ainsi que le rdle anabolique des androgenes est
relayé par le RA. Cependant I’invalidation du RA chez ces souris étant ubiquitaire, il n’est pas
possible de déterminer les effets ciblant spécifiquement les muscles squelettiques. De plus le
RA est exprimé dans de nombreux types cellulaires dans le muscle squelettique comme les
fibroblastes, les myofibres et les cellules satellites (Johansen et al., 2007; Monks et al., 2004;
Sinha-Hikim et al., 2004).

C’est pourquoi, il a été essentiel de générer des lignées de souris chez lesquelles le RA
est spécifiquement invalidé dans les myofibres de maniére constitutive (AR™™") ou a I’age
adulte (ARP™™) ou dans les cellules satellites a 1’age adulte (AR**™). Ces nouveaux
modeles nous permettent de préciser les voies de signalisation contrdlées par le RA dans
différents types cellulaires des muscles squelettiques.

Le muscle bulbocaverneux.

Les muscles squelettiques ne répondent pas tous de la méme maniere aux androgenes.
Les muscles du périnée comme les muscles bulbocaverneux (BC) et élévateur de I’anus (LA)
sont tres sensibles aux androgenes pour leur maintien et leur fonction, alors que le muscle des
membres long extenseur des orteils (EDL) ne répond que trés peu aux androgeénes et ne
dépend pas des androgenes pour maintenir la taille de ses fibres (Lubischer and Bebinger,
1999).

Une ablation du RA spécifiquement dans les myofibres entraine une réduction de la taille
des fibres du muscle (BC), entrainant une forte diminution de sa masse. Des résultats
semblables sont obtenus apres castration de souris sauvages, mettant ainsi en évidence que les
effets anaboliques des androgenes sur les muscles du périnée sont relayés par le RA dans les
myofibres (Chambon et al., 2010).

Nous avons mis en évidence qu’un traitement long a la nandrolone entraine une
augmentation du poids du BC chez les souris contrdles AR™*" mais pas chez les souris AR™™
¥ Ces résultats confirment que ’action anabolique des androgénes dans le BC est dépendante
du RA dans les myofibres. Nous avons également mis en évidence, sur des souris sauvages,
qu’une diminution du poids du BC lié a une castration est compensée par un traitement
androgénique d’un mois.

Apres la naissance, la production gonadale de testostérone va induire la prolifération
des fibres musculaires du BC/LA (Tobin and Joubert, 1991). Dans le muscle BC des souris
AR™™ seule la taille des fibres est altérée (Chambon et al., 2010), suggérant que d’autres
voies de signalisation ou d’autres types cellulaires sont impliqués dans la prolifération
cellulaire post-natale sous 1’action des androgenes. En effet, les souris RA KO ne développent
pas de muscle LA (MacLean et al., 2008). Cet effet pourrait &tre médié par le RA dans les
cellules satellites. De plus, pendant la croissance musculaire les cellules satellites sont
activées et proliferent (Chargé and Rudnicki, 2004) et les cellules satellites sont les sites
prédominants d’expression du RA dans les muscles squelettiques (Sinha-Hikim et al., 2004).
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Toutes ces études suggerent que les androgeénes devraient augmenter la masse musculaire
principalement en stimulant les cellules satellites (Niel et al., 2008).

Nous avons généré des souris chez lesquelles le RA est spécifiquement invalidé dans les
cellules satellites & I’age adulte (AR™*). Nous n’observons pas de perte de masse du BC
chez les souris AR | donc le maintien de la masse de ce muscle & ’dge adulte dans des
conditions basales, se fait indépendemment de la présence du RA dans les cellules satellites. Il
serait intéressant d’invalider le RA dans les cellules satellites chez des souris plus jeunes,
pendant la croissance musculaire. De plus, il existe d’autres types cellulaires qui pourraient
contribuer a ’action myogénique des androgenes. En effet, le RA est également exprimé dans
les cellules souches mésenchymateuses CD34+ dans le muscle squelettique humain, capable
d’engagement myogénique (Sinha-Hikim et al., 2004), et dans les neurones innervant le
muscle squelettique (Matsumoto et al., 1996).

Les muscles des membres

Effets de I’invalidation du RA sur la masse musculaire.

La réduction des niveaux d’androgénes chez I’homme avec 1’andropause
(Mastrogiacomo et al., 1982) ou chez les rongeurs suite a une castration (Axell et al., 20006),
entraine une diminution de la masse des muscles des membres, li€e a une diminution de la
taille des fibres de maniere indépendante de la présence du RA dans les myofibres (Chambon
et al., 2010). L’ablation du RA dans les myofibres n’affecte pas la masse des muscles des
membres. Ainsi, le RA dans les myofibres n’est pas indispensable a la croissance des fibres,
contrairement a ceux du périnée (Chambon et al., 2010). Cependant, les souris RA KO
présentent une diminution de la masse des muscles des membres (MacLean et al., 2008). De
plus, I’étude de Ophoff et collaborateurs suggerent que la diminution de la masse musculaire
chez les souris RA KO est due a une diminution du nombre de fibres (Ophoff et al., 2009).
Ces résultats suggerent que 1’action des androgenes sur la masse des muscles des membres
peut se faire via d’autres types cellulaires comme les cellules satellites. Nous avons montré
que I’ablation du RA dans les cellules satellites chez I’adulte (AR**) n’entraine pas de
perte de la masse musculaire. Donc les androgenes via leur récepteur dans les cellules
satellites ne contrdlent pas la masse musculaire a 1’age adulte dans des conditions de faible
activité et croissance musculaire.

Un traitement d’un mois a la nandrolone, un androgeéne anabolisant, ne modifie pas la
masse des muscles des membres chez les souris AR™Y, AR ou ARD527, Cependant, nous
avons montré que les androgénes contrélent I’expression d’IGF1 via le RA dans les
myofibres. IGF1 est connu pour induire I’hypertrophie musculaire en augmentant la taille des
myotubes et la synthése protéique (Bark et al., 1998; Pelosi et al., 2007). De plus, IGF1
permet la croissance musculaire en inhibant la dégradation protéique et en supprimant
I’expression de deux ligases relatives a I’atrophie dans le muscle, Murfl et atrogine-1 (Bodine
et al., 2001a; Sacheck et al., 2004). L expression des genes codant pour ces deux ligases devra
etre testée.

La myostatine est un autre régulateur important de la masse musculaire et son
invalidation chez le rat entraine une forte augmentation de la masse musculaire (Lee, 2004).
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L’hypertrophie observée chez les souris mst KO (KO pour la myostatine) est plus prononcée
chez les méales que chez les femelles (McPherron et al., 1997) et la diminution de la masse
musculaire quand la myostatine est surexprimée chez la souris, est plus importante chez les
males (Reisz-Porszasz et al., 2003). Ces résultats suggerent que la signalisation des
androgenes et de la myostatine interfere. Nous avons montré que les androgenes via leur
récepteur dans les myofibres sont nécessaires a 1’expression de la myostatine. Donc
I’induction par la nandrolone de I’expression de I'IGF1 et de la myostatine chez les souris
AR™" expliquerai pourquoi il n’y a pas d’augmentation nette de la masse des muscles des
membres.

Ainsi, les androgenes agissent via leur récepteur dans les myofibres pour maintenir
leur masse musculaire en induisant I’expression de la myostatine et d’IGF1, afin de créer une
balance entre anti-anabolisme et anabolisme.

o ror o1 1t .1 . i)sat-
Lorsque I’expérience a été réalisée sur les souris ARVS*Y

aucune induction de I’'IGF1 et de la
myostatine n’a été détectée chez les souris controles AR L’expérience nécessite donc
d’étre répétée.

Cependant, nous avons constaté une diminution de 1’expression de la myostatine chez
les souris AR®™Y comparées aux souris AR™Y. Ces résultats sont en accord avec les
résultats récents de Dubois et collaborateurs qui montrent que la myostatine est régulée par le
RA dans les cellules satellites et/ou leurs descendants (Dubois et al., 2014). Cependant, il faut
noter que leur modele induit 1’ablation du RA dans les cellules satellites et les cellules qui en
dérivent lors de la croissance musculaire post-natale, alors que dans notre modele le RA est
délété spécifiquement dans les cellules satellites chez 1’adulte. Donc le RA dans les cellules
satellites controlerait I’expression de la myostatine.

Les niveaux d’expression de la myostatine des souris AR sont restaurés apres un
traitement 2 la nandrolone et des valeurs similaires a celles obtenues chez les souris AR™Y
sont observées. Cependant, I’expérience nécessite d’étre répétée, car nous ne reproduisons pas
nos résultats précédemment obtenus sur les souris AR™? traitées, 2 savoir une induction
d’IGF1 et de la myostatine par un traitement androgénique.

Nous avons également mis en évidence qu’un traitement court a la nandrolone (100
mg/kg), un mois apres castration, permet une augmentation de la masse des muscles des
membres. Des souris AR™™ et AR seront castrées puis traitées 2 la nandrolone afin de
voir si cette augmentation de la masse est dépendante du RA dans les myofibres ou les
cellules satellites.

Afin d’induire une lésion musculaire les souris ARV ont été traitées 2 la
cardiotoxine (CDTX). Cette toxine va permettre de former des pores (Forouhar et al., 2003) et
entrainer la dépolarisation et la dégradation de la membrane plasmique de la cellule
musculaire. La phase de dégénérescence dure environ 24 a 36 h avant le début de la
régénération. Les cellules satellites sont considérées comme étant précurseurs de la
régénération musculaire (Mauro, 1961). De plus, il est connu que les capacités de
régénération musculaire diminuent avec 1’age (Dreyer et al., 2006) et de nombreuses études
montrent que les hormones sexuelles augmentent 1’activation des cellules satellites et
modulent la réponse inflammatoire pendant la régénération musculaire (Bhasin et al., 2001;
Enns et al., 2008; Enns and Tiidus, 2008; Ferry et al., 1999; Velders et al.,, 2012). La
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testostérone augmente le nombre de cellules satellites dans les muscles des membres chez
I’homme (Sinha-Hikim et al., 2002; Sinha-Hikim et al., 2006), dans le BC/LA chez le rongeur
(Joubert and Tobin, 1995), et in vitro (Doumit et al., 1996; Powers and Florini, 1975; Serra et
al., 2011). Le RA joue également un role dans la prolifération et la différentiation musculaire
in vivo et in vitro (Diel et al., 2008; Lee, 2002; Sinha-Hikim et al., 2004). Plusieurs équipes
ont ¢tudié I’effet d’une administration d’androgénes sur la régénération musculaire. Ils
montrent des effets variables en fonction du type de muscle 1ésé (Beiner et al., 1999). Au
cours de notre étude, aucun rdle du RA dans les cellules satellites durant la régénération
induite par un traitement a la cardiotoxine du tibialis antérieur n’a pu étre mis en évidence. En
revanche, Serra et collaborateurs, ont montré que la vitesse de régénération augmente lorsque
I’on traite des souris castrées avec des androgenes (Serra et al., 2012), suggérant que 1’effet
des androgenes sur la régénération musculaire n’est pas relayé par le RA dans les cellules
satellites.

Les genes codant pour la myogénine, Pax7, MHCe, MyoD, Desmine et Myogénine
sont induits de facon similaire a ce qui est décrit dans la littérature apres un traitement a la
CDTX (Chargé and Rudnicki, 2004) et nous n’observons pas de différences d’expression chez
les souris ARY**_ D’autres facteurs devront étre testés, comme Myf5, MGF, MRF4 ou IL-6
[pour revue (Chargé and Rudnicki, 2004)].

La surcharge mécanique simule un exercice intense. En réponse a une surcharge
mécanique, le poids du plantaris double (Ianuzzo et al., 1976; Joanne et al., 2012b; Roy and
Edgerton, 1995), sa force maximale absolue et sa résistance a la fatigue augmentent et il y a
une transition des fibres rapides/glycolytiques vers des fibres de types lentes/oxydatives
(Ianuzzo et al., 1976; Joanne et al., 2012b; Parsons et al., 2004; Roy and Edgerton, 1995). 11 a
¢galement ¢été¢ montré que I’injection de testostérone restaure la réponse d’un muscle 4gé une
semaine apres une surcharge mécanique (Lee et al., 2003b). Nous avons montré que la
surcharge mécanique entraine une augmentation de la masse musculaire des souris controles,
par une augmentation du nombre de fibres exprimant MHC-2a par section (Ferry et al., 2014
publication n°2). Ceci confirme les différentes études précédemment réalisées (Goodman et
al., 2011; Ianuzzo et al., 1976; Joanne et al., 2012a; McCarthy et al., 2011; Parsons et al.,
2004).

Nous avons également montré que le RA dans les myofibres contribue a la croissance
musculaire en réponse a une surcharge mécanique, bien que la délétion du RA dans les
myofibres n’ait pas d’effet sur la taille des muscles des membres en condition basale. La
différence entre les conditions basales et la surcharge mécanique vient de la croissance
musculaire (Lee et al., 2003b). Nous avons montré que cela n’est pas associ¢ a une
augmentation de I’expression du RA apres une surcharge mécanique comparé aux contrdles.
De plus, il a également été rapporté que la concentration protéique du RA n’est pas
augmentée apres un mois de surcharge mécanique chez des rats agés de cinq mois (Lee et al.,
2003a).

Le plus faible gain de poids induit par la surcharge mécanique chez les souris AR™ ™"
résulte de la diminution du diametre des fibres exprimant MHC-2a et MHC-2x. Ceci peut
provenir d’une activation plus faible de la voie Akt-mTOR, puisque cette voie joue un role
important dans la croissance des myofibres en réponse a la surcharge mécanique (Bentzinger
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et al., 2013; Bodine et al., 2001b; Goodman et al., 2011). White et collaborateurs ont montré
que les androgenes activent la voie de signalisation mTOR (White et al., 2013), bien qu’une
précédente étude ne le montre pas (Hourde et al., 2009). De plus, les androgenes stimulent
I’import d’acides aminés qui activent la syntheése protéique et la voie de signalisation Akt-
mTOR (Hamdi and Mutungi, 2013). La réduction de I’expression de la follistatine (Joanne et
al., 2012a) chez les souris ARk pourrait contribuer a la réduction du diametre des fibres.
Ces voies de signalisation seront testées sur ces souris. Une autre possibilité serait que les
cellules satellites des souris AR™™ auraient une capacité réduite a proliférer et a fusionner
pour donner des fibres de diametre normal.

La surcharge mécanique a été réalisée sur les souris chez lesquelles le RA est délété
spécifiquement dans les myofibres et non dans les cellules satellites, suggérant une production
insuffisante d’IGF, d’IL4 ou d’IL6 par les fibres présentant une délétion du RA (Chambon et
al., 2010; Guerci et al., 2012; Serra et al., 2011). Nos résultats excluent la possibilité qu'une
diminution du nombre de cellules satellites chez les souris AR™™” soit de la réduction du
diametre des fibres réduit apres une surcharge mécanique (Ferry et al., 2014, publication n°2
).

Le RA dans les myofibres participe a la transition du type de fibres induite par la
surcharge mécanique. Cela résulte d’une diminution du nombre de fibres exprimant MHC-2a
chez les souris AR™™ . La calcineurine et les voies de signalisation PGC-1a et PPAR
participent a la formation des fibres lentes/oxydatives (Gundersen, 2010; Schiaffino et al.,
2007; Schuler et al., 2006). Ces voies de signalisation pourraient €tre moins activées en
réponse 2 une surcharge mécanique chez les souris AR™™".

Nos résultats confirment des études précédentes montrant qu’une dose
pharmacologique d’androgeénes n’entrainent pas d’hypertrophie plus importante induite par
une surcharge mécanique chez les animaux males (McClung et al., 2003; McClung et al.,
2005; Tamaki et al., 2009). La forte hypertrophie induite par la surcharge mécanique chez les
souris sauvages suggere que le processus anabolique est déja maximal en réponse a la
surcharge mécanique seule. Cela n’exclut pas la possibilité que les androgenes,
potentiellement médiés par le RA dans les myofibres au niveau des cellules satellites par
exemple (Dubois et al., 2013; Kadi, 2008) ne puissent pas amplifier la croissance musculaire.
Cependant, notre étude de surcharge mécanique sur des souris chez lesquelles le RA a été
spécifiquement invalidé dans les cellules satellites démontre que le RA dans ces cellules n’est
pas responsable de 1’augmentation de la masse et de la force musculaire induite par la
surcharge mécanique.

Les traitements androgéniques réduisent la transition des types de fibres induite par la
surcharge mécanique chez les souris AR™Y et AR™™”, suggérant que I’action des androgénes
n’est pas médiée par le RA dans les myofibres. Pendant la surcharge mécanique, les
androgenes n’affectent ni la force maximale absolue, ni la résistance a la fatigue, indiquant
que les androgenes pendant la surcharge mécanique n’ont pas d’effets ergogéniques.

Les glucocorticoides sont des anti-inflammatoires puissants, prescrits dans le
traitement de certaines maladies comme les maladies auto-immunes ou I’asthme. Cependant,
leur utilisation entraine des effets secondaires comme I’atrophie musculaire. L hypertrophie et
I’atrophie musculaire sont deux phénomenes opposés régulant la taille des cellules
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musculaires, finalement déterminée par la balance entre 1’accumulation de nouvelles protéines
et la dégradation de protéines pré-existantes (Sandri, 2008). Dans les conditions d’atrophie
musculaire, les niveaux de glucocorticoides sont augmentés. Au niveau moléculaire, un
traitement aux glucocorticoides induit une surexpression des atrogenes. Différents GRE ont
été identifiés dans le promoteur des atrogenes (Schakman et al., 2013; Waddell et al., 2008).
Des études ont montré une régulation négative d’IGF1 et une sur-régulation de la sécrétion de
la myostatine apres un traitement aux glucocorticoides (Sacheck et al., 2004; Sandri et al.,
2004; Schakman et al., 2008).

De facon surprenante, nous avons montré que le RA participe a la mise en place de
I’atrophie induite par la dexaméthasone. En effet, I’expression d’atrogine-1 et des facteurs de
transcriptions FoxOs, connus pour activer ce systeme de dégradation protéique (Mammucari
et al.,, 2007; Sandri et al., 2004), est augmentée chez les souris AR traitées 2 la
dexaméthasone, mais pas chez les souris AR,

Donc le RA dans les myofibres contribue a la fonte musculaire induite par la
dexaméthasone. La dexaméthasone étant un corticoide, cela suggere que le RA et le RG
peuvent agir ensemble dans le muscle squelettique lors d’une atrophie musculaire induite par
la dexaméthasone. Chen et collaborateurs ont suggéré que les glucocorticoides peuvent
inhiber la signalisation médiée par les androgenes par I’interaction du RA avec le RG. Ils
démontrent que ces récepteurs peuvent s’associer pour former un hétérodimere in vitro et que
la formation de cet hétérodimere inhibe 1’activité de chacun au niveau transcriptionnel (Chen
et al., 1997). Zaho et collaborateurs proposent que I’oxandrolone, un stéroide anabolisant,
induit la formation de cet hétérodimere réprimant la transcription en recrutant des co-
represseurs (Zhao et al., 2004). Des souris chez lesquelles le RG est spécifiquement invalidé
dans les myofibres seront traitées avec des androgenes. De plus, une nouvelle lignée de souris
permettant la délétion du RA et du RG dans les myofibres sera générée. Des expériences de
ChIP avec des anticorps dirigés contre le RA et le RG vont €étre réalisées sur des souris de
type sauvage et les souris AR™ ™ traitées a la dexaméthasone afin de déterminer si le RA et
le RG se fixent sur des éléments de réponse communs.

Effets de I’invalidation du RA sur la force musculaire.

Il a été montré au laboratoire que les androgenes via leur récepteur dans les myofibres
controlent la force musculaire indépendemment de la masse (Chambon et al., 2010). Une

partie de mon travail de these a consisté a préciser par quels mécanismes les androgenes
controlent la force musculaire.

Le calcium est connu pour jouer un role crucial dans la physiologie du muscle
squelettique. Il est trés important pour la génération de la force musculaire et plusieurs études
montrent que les androgenes modulent I’homéostasie du calcium (Bouhlel et al., 2003; Tsang
et al., 2009; Vicencio et al., 2011).

Nos résultats ne permettent pas de mettre en évidence un disfonctionnement de la
régulation calcique dans les muscles squelettiques des souris AR [(Fraysse et al., 2014),
publication n°l1]. Donc le RA dans les myofibres contrdlent la force musculaire mais
indépendemment de la régulation des flux calciques.
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Différentes études montrent que les hormones sexuelles peuvent avoir une action
rapide via une voie de transduction du signal indépendante du RA (Basualto-Alarcon et al.,
2013; Burge et al., 2013; Estrada et al., 2005; Gonzalez-Montelongo et al., 2010; Hamdi and
Mutungi, 2010). De plus, il a été montré que ces hormones peuvent altérer différents aspects
controlant le cycle d’excitation-contraction-relaxation, en augmentant [|’excitabilité
musculaire, I’homéostasie du calcium et la capacité de génération de la force maximale
(Bouhlel et al., 2003; Estrada et al., 2000; Tsang et al., 2009; Vicencio et al., 2011). Nous
avons montré qu’un traitement aigu aux androgenes in vivo n’altere pas la force maximale
chez les souris exprimant ou non le RA. De plus, un traitement androgénique in vitro n’a pas
d’effet sur la capacité de production de la force maximale du muscle entier et de faisceaux de
fibres, ce qui élimine les problémes potentiels de biodisponibilité de 1’hormone. Par
conséquent, nos résultats montrent que 1’administration aigue d’androgenes par voie
systémique n’a pas d’effet sur les performances maximales du muscle [(Fraysse et al., 2014),
publication n°1]. Un effet des androgenes sur la motricité in vivo ne peut cependant pas étre
exclu (Ibebunjo et al., 2011). Nos résultats ont permis de mettre en évidence qu’un traitement
androgénique accru des muscles squelettiques n’a pas d’impact majeur sur la libération du
calcium pendant le couplage excitation-contraction (Estrada et al., 2005).

Nos résultats permettent de conclure que la contractilité musculaire et le flux calcique
ne sont pas altérés par un traitement aigu aux androgenes, indiquant que ces effets ne sont pas
relayés par des actions rapides des androgeénes. De plus, ils suggerent que I’administration
aigue d’androgenes n’améliore pas les performances chez les athletes ou la faiblesse
musculaire chez des patients souffrant d’une maladie neuromusculaire [(Fraysse et al., 2014),
publication n°1].

Il a ét¢ montré que les muscles soléaires des souris castrées €taient sensibles a un
traitement androgénique (Gao et al., 2005) et que I’augmentation des performances
musculaires par un traitement physiologique en parallele d’une privation androgénique par
castration n’est pas lié a une augmentation significative du poids des muscles ou de la taille
des fibres (Borst et al., 2007; Gao et al., 2005; Hourde et al., 2009). Nous avons montré que la
force musculaire diminue quand les souris sont castrées et qu’un traitement androgénique de
trois jours permet une augmentation de la force des souris castrées. En revanche, un
traitement androgénique d’un mois a une dose plus faible ne permet pas de compenser la perte
de force induite par une castration. Il a été montré que les performances a 1’exercice des rats
castrés est similaires aux performances des rats sham (Petroianu et al., 2010). Nous allons
¢valuer les performances a I’exercice des souris castrées ou non traitées a la nandrolone.

I1 a été montré que le RA dans les myofibres contrdle la structuration des sarcomeres
(Chambon et al., 2010). Nous avons mis en évidence que les souris possédant le transgene
HSA-Cre présentent une diminution de I’expression de la dystrophine et de la téléthonine et
ont des défauts de structure similaires a ceux observés sur ces souris, mais moins fréquent. La
myomésine, la myotiline et la téléthonine sont des genes connus pour avoir un ARE et codant
pour des protéines de structure du sarcomere (Wyce et al., 2010). Cependant, I’expression de
la myotiline, de la myomésine et de la téléthonine est similaire lorsque le RA est
spécifiquement invalidé dans les myofibres. Un défaut d’expression de la titine (Peng et al.,

165



Discussion

2005), de I’actine (Ochala et al., 2013) et de la myosine pourrait &tre responsable de ce défaut
de structure et de force observée en 1’absence du RA dans les myofibres, mais nos études ne
montrent pas d’altération dans I’expression de ces genes. Donc, le RA est nécessaire a la
structuration des sarcomeres afin d’établir une force optimale, mais nous n’avons pas mis en
¢vidence de dérégulation de I’expression des genes codant pour les protéines de structures
pouvant expliquer ce phénotype en 1’absence du RA dans les myofibres.

De plus, nous avons mis en évidence une diminution des niveaux d’expression des
génes codant pour les enzymes odcl, amdl et smox impliquées dans la synthese des
polyamines (PA), en absence du RA dans les myofibres. Plusieurs études ont mis en évidence
un contrdle par les androgenes des genes codant pour ces enzymes (MacLean et al., 2008;
Yoshioka et al., 2006). Un traitement androgénique augmente légérement I’expression de ces
genes chez les souris contrdles mais pas chez les souris AR™™_ Une castration conduit 2 la
diminution de I’expression de ces genes chez les souris controles et un traitement
androgénique d’un mois apres la castration permet de rétablir leur expression.

Les PA induisent I’autophagie chez la levure (Eisenberg et al., 2009a). Dans une
condition de stress induite par une mise a jeun, nous avons montré que les niveaux
d’expression du RA sont fortement diminués. Le RA régule I’expression d’AMDI et de
SMOX dans ces conditions. En revanche, 1’expression d’ODCI1 est augmenté alors que celle
du RA est diminué, donc la régulation d’ODC1 dans des conditions de stress induites par une
mise 2 jeun se fait indépendemment du RA. De plus Masiero et colleégues ont montré qu'une
diminution du mécanisme autophagique entraine une déstructuration des sarcomeres et une
diminution de la force musculaire avec 1’age (Masiero et al., 2009). 1l a également été montré
que l’augmentation de I’accumulation d’autophagosome ou 1’augmentation de I’autophagie
entraine des myopathies [pour revue (Vainshtein et al., 2014)]. Nous avons montré que le RA
dans les myofibres est important pour la régulation de 1’autophagie. En effet, I’induction de
I’autophagie par une mise a jeun entraine une forte diminution de ’expression du RA et les
androgenes via leur récepteur dans les myofibres inhibent 1’autophagie. Donc 1’augmentation
de I’autophagie en 1’absence du RA dans les myofibres pourrait contribuer aux défauts
structuraux et la diminution de la force musculaire observée en 1’absence du RA dans les
myofibres.

L’augmentation des niveaux d’autophagie chez les souris AR™™” pourrait étre induite par les
PA. Cependant I’analyse métabolomique n’a pas permis de mettre en évidence une différence
des niveaux de putrescine, spermine ou spermidine. Donc la régulation de I’autophagie par les
androgeénes via leur récepteur dans les myofibres n’est pas liée aux niveaux de ces PA.
D’autres enzymes comme la SSAT ou la PAO interviennent dans 1’interconversion des PA et
pourrait étre dérégulées afin de compenser la perte d’expression d’ODCI1, d’AMDI et de
SMOX, ce qui expliquerai pourquoi nous n’observons pas de changement dans la
concentration des PA musculaires. Cependant AMDI1, a également d’autres fonctions.
AdoMet, le donneur de méthyl pour convertir la glycine en sarcosine, est convertie en S-
adenosylmethioninamine par AMD1. Nous avons montré que les niveaux de la sarcosine sont
diminués dans le muscle en absence du RA dans les myofibres. Chez les souris AR™ ™",
I’expression d’AMD1 est tres fortement diminuée suggérant que 1’AdoMet est moins
convertie et s’accumule dans le muscle squelettique. On s’attendrait donc a une augmentation
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de la convertion de glycine en sarcosine, cependant c’est I’inverse qui se produit en I’absence
du RA dans les myofibres. La sarcosine est le dérivé n-méthylé de la glycine. Elle est présente
en plus grande quantité dans le sérum et ’urine des patients atteints d’un cancer de la prostate
(Lucarelli et al., 2013b). Cependant, il y a beaucoup d’études contradictoires quand au rdle de
la sarcosine dans le cancer de la prostate (Bohm et al., 2012; de Vogel et al., 2014; Koutros et
al., 2013; Lucarelli et al., 2013a; Lucarelli et al., 2013b; Struys et al., 2010).

L’activation de 1’autophagie en 1’absence du RA peut étre controlée par I’expression
d’AMPK, augmentée chez les souris AR™™”. AMPK contrdle Dlactivit¢ de ULKI en
supprimant I’activité de mTOR et en interagissant et en phosphorylant ULK1 (Hosokawa et
al., 2009a; Hosokawa et al., 2009b; Jung et al., 2010; Sanchez et al., 2012). La suppression de
I’activité de mTOR et la phosphorylation d’Ulkl n’a cependant pas pu &étre mise en évidence
dans nos conditions expérimentales.

Ainsi, nous avons montré que les androgenes via leur récepteur dans les myofibres
régulent I’autophagie, conduisant probablement a une dégradation accrue des protéines du
sarcomere. Ces sarcomeres sont déstructurés, entrainant une diminution de la force
musculaire. Mais notre étude n’a pas permis de mettre en évidence par quel mécanisme les
androgenes régulent I’autophagie.

De plus, nous avons montré que la carnosine, un dipeptide de la beta-alanine et de
I’histidine présente en grande concentration dans le tissu musculaire est diminuée chez les
souris AR™ ™. Des études ont montré qu’un niveau élevé de carnosine dans le muscle est
associé a une diminution de la fatigue et une amélioration des performances physiques chez
I’homme (Derave et al., 2007; Hill et al., 2007; Stout et al., 2007; Suzuki et al., 2006; Van
Thienen et al., 2009). Mannion et collaborateurs ont montré que le quadriceps des hommes
contient 21% de carnosine en plus comparé aux femmes (Everaert et al., 2011; Mannion et al.,
1992). En ce qui concerne 1’age, des études sur les rongeurs ont montré une diminution de la
concentration en carnosine de 35 a 50% dans le muscle avec la sénéscence (Derave et al.,
2008; Everaert et al., 2011; Stuerenburg and Kunze, 1999). De nombreuses études ont
confirmé une diminution de testostérone plasmatique chez les hommes agés [Pour revue
(Kaufman and Vermeulen, 2005)]. Une explication possible de la plus faible concentration en
carnosine dans le muscle chez les personnes dgées et les femmes serait leur plus faible taux de
testostérone dans le plasma. Chez les souris castrées, on observe une diminution de la
carnosine et un traitement de femelles avec des androgénes augmente les niveaux de
carnosine suggérant que les androgeénes induisent 1’expression de la carnosine synthase
(Penafiel et al., 2004). Cependant, aucune corrélation entre le niveau de testostérone
plasmatique et les niveaux de carnosine dans le muscle n’ont pu étre mis en €vidence chez des
hommes sains (Everaert et al., 2011).

Nous avons montré que les niveaux de carnosine sont dépendants du RA dans les
myofibres. La diminution de la concentration de la carnosine pourrait contribuer a la
diminution de la force musculaire. L’expression de la carnosine synthase devra étre testée,
afin de comprendre comment le RA dans les myofibres controle les niveaux de carnosine.
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Nous avons également montré que le RA dans les myofibres controle négativement les
niveaux de méthionine-sulfoxide. Il sera intéressant de mesurer 1I’expression de la méthionine-
o . skm-
sulfoxide réductase chez les souris AR™*™".

La méthionine-sulfoxide réductase est une enzyme qui réduit la L-méthionine (S)-
sulfoxide en L-méthionine. Un modele de souris permettant la délétion de cette enzyme,
montre une diminution de la contractilité des myocytes cardiaque quand ceux-ci sont mis en
condition de stress. La méthionine-sulfoxide est un dérivé oxydé de la méthionine. Ces
molécules pourraient contribuer au phénomene de vieillissement car la conversion de la
méthionine sulfoxide conduit a la formation de radicaux libres (Shringarpure and Davies,
2002; Stadtman et al., 2005). Une étude a montré que les drosophiles sur-exprimant la
méthionine-sulfoxide réductase, entrainant une diminution du taux de méthionine-sulfoxide,
avaient une durée de vie augmentée (Ruan et al., 2002). Comme les niveaux d’androgénes
diminuent avec 1’age, il est probable que les niveaux de méthionine-sulfoxide augmentent.

Effets de ’invalidation du RA dans les myofibres sur le métabolisme glucidique.

Les hommes ayant un diabete de type 2 ont souvent des niveaux de testostérone plus
faibles (Liu et al., 2013). Une étude a montré que lorsque le taux de testostérone total est
élevé, le risque de développer un diabete de type 2 est moindre comparé aux hommes dont le
niveau de testostérone est faible (Ding et al., 2006). Cela suggere un lien entre les androgenes
et le métabolisme glucidique.

A I’état basal, les niveaux de glucose sanguin sont similaires chez les souris controles et
les souris AR™™. En revanche, nous avons montré que les souris AR™™" sont intolérantes
au glucose et moins sensibles a I’insuline. Donc, le RA dans les myofibres stimule la vitesse
d’absorption du glucose.

Cependant, un mois apres une castration de souris controles, entrainant une diminution
des niveaux de testostérone, nous ne reproduisons pas le phénotype observé chez les souris
AR™™_ Ces résultats confirment ceux obtenus par différentes études, qui montrent qu’il n’y
a pas d’intolérance au glucose ou de sensibilit¢ a 1’insuline augmentée apres castration
(Morakinyo et al., 2013). De plus, nous avons constaté¢ qu’un traitement androgénique
prolongé ne permet pas d’augmenter la tolérance au glucose. Un traitement androgénique sur
des souris castrées ne modifie ’homéostasie du glucose. Donc le RA dans les myofibres
facilitent ’absorption du glucose dans des conditions riches en glucose. Cependant, nos
résultats ne nous permettent pas de conclure par quel mécanisme le RA contrdle 1’absorption
du glucose.

Une autre enzyme impliquée dans la synthese des PA, la SSAT, semble importante
dans la régulation du métabolisme glucidique. En effet, la surexpression de SSAT entraine
une diminution de la masse du tissu adipeux blanc, un métabolisme basal haut, une
augmentation de la tolérance au glucose, une hypersensibilité¢ a 1’insuline, une augmentation
de DI’expression des genes de la phosphorylation oxydative (OXPHOS), coordonné par
I’augmentation des niveaux de PGC-1 et d’AMPK dans le tissu adipeux blanc (Pirinen et al.,
2007). Selon Pirinen, une augmentation de SSAT entraine une accélération du flux de
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polyamines et le catabolisme de la spermidine et spermine. De plus, SSAT pourrait &tre
dérégulée chez les souris AR™™” pour contrecarrer la perte de I’expression d’ODCI,
d’AMDI et de SMOX induite par la délétion du RA dans les myofibres. Ceci permettrait le
maintien d’un niveau de PA constant.

Les niveaux de pAMPK augmentent dans le foie chez les souris SSAT KO. De plus, ’AMPK

est activée pendant la contraction musculaire et a donc été proposé comme jouant un role clé
dans ’initiation de la prise de glucose stimulé par la contraction (Hayashi et al., 1998; Merrill
et al., 1997). Vu que nos souris présentent une force de contraction plus faible, il serait
intéressant de tester I’activité de SSAT et I’expression de pAMPK. L’activation d’AMPK
permet la translocation de GLUT-4 a la membrane plasmique. La localisation de GLUT-4
sera également testée.
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Les fonctions musculaires doivent &tre optimales pour maintenir [’homéostasie de
I’organisme.

Une perte de masse musculaire liée a 1’dge ou a des maladies a un impact négatif important
sur la qualité de vie des individus. A 1’heure actuelle, la population de personnes agées est de
plus en plus nombreuse, c’est pourquoi il est essenticl de développer des stratégies
thérapeutiques afin de lutter contre la perte des fonctions musculaires. Les androgenes sont
utilisés dans le traitement de la perte de masse musculaire lie a 1’age (sarcopénie), mais leur
utilisation est limitée. En effet, une supplémentation androgénique peut entrainer des effets
secondaires, notamment le risque accru de développer un cancer de la prostate et des risques
cardiovasculaires chez ’homme ou la virilisation chez la femme. Il est donc important de
disposer des nouveaux composés (SARM, Selective Androgen Receptor Modulator) capables
de cibler spécifiquement un tissu, comme le muscle squelettique par exemple. Cependant,
pour permettre le développement des SARMs, il est souhaitable de connaitre les mécanismes
et les voies de signalisation par lesquels les androgenes agissent dans un tissu cible.

Au cours de ma these, j’ai montré que le récepteurs des androgenes dans les cellules satellites
adultes ne contrdlent ni la masse des muscles des membres ni celle des muscles du périnée.
Les androgenes ne contrdlent pas la masse musculaire via leur récepteur dans les myofibres
ou les cellules satellites a 1’age adultes dans des conditions basales. Cependant, nous avons
montré que les voies anaboliques (IGF1) et cataboliques (myostatine) sont activées par le RA
dans les myofibres en condition de supplémentation androgénique. Nous avons démontré, que
lors d’un exercice intense, simulé par une surcharge mécanique, le RA dans les myofibres
contribue a I’hypertrophie musculaire.

De plus, nous avons montré que le RA dans les myofibres controle la structuration des
sarcomeres et la génération d’une force optimale. En 1’absence du RA, ces défauts structuraux
peuvent s’expliquer par différents mécanismes comme 1’induction de 1’autophagie. Cependant
nos études n’ont pas permis de mettre en évidence les mécanismes moléculaires sous jacents.
Nous avons également montré que le RA dans les myofibre régule 1’expression de la
sarcosine, la carnosine et la méthionine sulfoxide, trois dérivés d’acides aminés. Leurs
fonctions dans le muscle squelettique sont mal connues mais ces molécules pourraient avoir
un rdle dans le contrdle de la masse et de la force musculaire.

D’autre part, des désordres métaboliques comme 1’obésité, le diabéte de type II et les risques
cardiovasculaires, regroupés sous le terme de syndrome métabolique, constituent un probleme
majeur de santé publique. Nous avons mis en évidence la contribution du RA dans les
myofibres dans le controle de I’absorption du glucose au niveau du muscle squelettique lors
d’une surcharge glucidique. En effet, I’invalidation du RA sélectivement dans les myofibres
conduit a une diminution de 1’absorption du glucose liée a une vitesse de captation du glucose
plus lente. Ainsi, le RA est nécessaire a 1’absorption de glucose dans des conditions riches en
glucose.

Enfin, de facon inattendue, nous avons montré que le RA dans les myofibres participe a
I’induction de I’atrophie par les glucocorticoides.

Nous avons donc mis en évidence que les roles des androgenes dans le muscle squelettique
sont variés et que leurs mécanismes d’action sont trés complexes, dépendant des conditions et
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du type de muscles étudiés. Ainsi, mon travail de thése a permis de mieux comprendre le role
du RA dans le muscle squelettique et ouvre de nouvelles perspectives de recherches.
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As androgens might have rapid androgen-receptor (AR) independent action on muscle cells, we analysed
the in vivo acute effect of androgens on maximal force generation capacity and electrically evoked cal-
cium transient responsible for the excitation-contraction coupling in skeletal muscle from wild-type
male mice and muscle fibre androgen receptor (AR) deficient (AR*™ /) male mice. We tested the
hypothesis that acute in vivo androgen treatment improves contractility and modifies calcium transient
in mouse hindlimb muscles. In addition, we determined whether the reduced maximal force generation

iijg’:grg capacity of AR™™ ¥ mice is caused by an alteration in calcium transient. We found that acute dehydro-
Rapid iction testosterone (DHT) and testosterone treatment of mice does not change in situ maximal force, power or

fatigue resistance of tibialis anterior muscles. In agreement with this observation, maximal force and
twitch kinetics also remained unchanged when both whole extensor digitorum longus (EDL) muscle or
fibre bundles were incubated in vitro with DHT. Electrically evoked calcium transient, i.e. calcium ampli-
tude, time to peak and decay, was also not modified by DHT treatment of EDL muscle fibre bundles.
Finally, we found no difference in calcium transient between AR™ ¥ and wild-type mice despite the
reduced maximal force in EDL fibre bundles of AR®*™ /¥ mice. In conclusion, acute androgen treatment
has no ergogenic effect on muscle contractility and does not affect calcium transient in response to stim-
ulation. In addition, the reduced maximal force of AR®™~/ mice is not related to calcium transient
dysfunction.

Maximal force
Androgen receptor deficient mice
Skeletal muscle

© 2014 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction with DHT at 630 pg/ml for 30 min increases maximal force produc-

tion by 24-30% [3]. Moreover, treatment of such fibre bundles with

Testosterone, a male sex steroid hormone that is converted to
dihydrotestosterone (DHT), notably in skeletal muscle, binds the
androgen receptor (AR) in the cytosol. This complex translocates
into the nucleus where it either activates or represses target genes.
The expression of many genes is modified within hours to days
after androgen exposure. Chronically administrated androgens
can exert an ergogenic action, i.e. increases skeletal muscle maxi-
mal force production via muscle growth. It has also been reported
that androgens can exert fast actions that are thought to be too
rapid to be explained by this process [1,2]. For example incubation
of fast skeletal muscle fibre bundles isolated from mice of both sex

* Corresponding author at: G.H. Pitié-Salpétriére, 47, bld de I'Hopital, Batiment
Babinski, INSERM U974, 75651 Paris Cedex 13, France.
E-mail address: arnaud.ferry@upmc.fr (A. Ferry).

http://dx.doi.org/10.1016/j.steroids.2014.05.005
0039-128X/© 2014 Elsevier Inc. All rights reserved.

an AR inhibitor did not block DHT-induced maximal force increase,
suggesting that this effect of DHT does not involve AR signaling.
Several other studies also support the possibility of signal trans-
duction pathways independent of AR signalling [2-9]. In the pres-
ent study we would like to confirm if this rapid response to acute
androgen treatment is observed in skeletal muscle in vivo. If an
increase in maximum force is observed we will then look at the
effect on calcium handling since this rapid AR response does seem
to not involve AR signalling. Calcium is known to play a crucial role
in skeletal muscle physiology, and several lines of evidence indi-
cate that androgens modulate calcium homeostasis [2,10-12].
Chronic androgen administration in orchidectomized rodent has
been shown to interfer with many aspects of calcium release and
uptake of the sarcoplamic reticulum of the myocardium [11,12],
responsible for the excitation-contraction-relaxation cycle.
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Moreover, it was recently shown that acute testosterone treatment
increases intracellular calcium in myotubes [4-G]. However, acute
effects of androgens on calcium transient initiating the contraction
of the skeletal muscle are poorly characterised. It is possible that
the reduced maximal force generation capacity that was observed
in skeletal muscle from AR**™~” mice, in which the AR was selec-
tively ablated in skeletal muscle fibres [13], is related to an alter-
ation of the calcium transient. The selective ablation of AR in
muscle fibres from AR™ ¥ mice leads to a 20-25% reduction in
the maximal force generation capacity in mouse fast muscle, with
no change in muscle weight [13].

The main purpose of this study was to examine the acute
effect of androgens on the skeletal muscle of wild-type (WT)
and AR™-/¥ mice. To our knowledge, the acute effect of andro-
gens in vivo on muscle performance has not yet been studied.
Our first hypothesis was that maximal force would be increased
by acute in vivo androgen administration in both WT and
AR*™-Y mice. A second hypothesis is that electrically evoked cal-
cium transient would be affected by acute androgen administra-
tion in mice. A third hypothesis is that reduced force generation
capacity of the AR®*™~”¥ mice would be related to altered calcium
transient. Such findings would be of benefit to antidoping agen-
cies, as they would indicate that acute androgen administration
might have ergogenic effects in athletes. Moreover, they would
open new avenues to develop treatments to combat the muscle
weakness observed in different contexts (ageing, neuromuscular
diseases, etc.).

2. Materials and methods
2.1. Animals

All procedures were performed in accordance with national and
European legislations and all experimental protocols have been
approved by the French Departmental Direction of Animal Protec-
tion (agreement 75-1102). Male CD1 mice (referred to below as
WT), AR®“™ ¥ mice [13] and age-matched control (referred to
below as WT) mice were analysed. Testosterone and DHT (Sigma,
L'Isle d’Abeau Chesnes, France) treatments are described below.

2.2. In situ TA muscle contractility

We analysed in situ tibialis anterior (TA) muscle contraction in
response to nerve stimulation as described previously [14,15].
Mice were anesthetized using pentobarbital (60 mg/kg ip). Body
temperature was maintained at 37 °C using radiant heat. The knee
and foot were fixed with pins and clamps and the distal tendon of
the muscle was attached to a lever arm of a servomotor system
(305B, Dual-Mode Lever, Aurora Scientific) using a silk ligature.
The sciatic nerve was proximally crushed and distally stimulated
by a bipolar silver electrode using supramaximal square wave
pulses of 0.1 ms duration. Absolute maximal force (P0O) generated
during isometric contractions in response to electrical stimulation
(frequency of 75-150 Hz, train of stimulation of 500 ms) was
determined at LO (length at which maximal tension was obtained
during the tetanus). Absolute maximal power (Pmax, mW) was cal-
culated from force-velocity data. The isometric contraction was
initiated during the first 300 ms, then muscle shortening was
allowed during the last 200 ms. Five shortening contractions
(15-50% of P0O) were performed, each separated by a 45 s rest per-
iod. The corresponding shortening speeds were measured during
the first 50 ms. Finally, the fatigue resistance was assessed. The
fatigue resistance protocol consisted of 40 contractions (100 Hz
for 300 ms, evoked once every second), and the force produced at
the end of the protocol was measured (% of initial force).

2.3. In vitro EDL muscle contractility

Isometric contractile properties of extensor digitorum longus
(EDL) muscles were studied in vitro. Measurements were per-
formed according to methods previously detailed [16]. Briefly,
muscles were dissected and connected at one end to an electro-
magnetic puller and at the other end to a force transducer.
Muscles were dissected free from adjacent connective tissue
and soaked in an oxygenated Tyrode solution (95% O, and 5%
CO;) containing (mM): 118 NaCl, 25 NaHCOs, 5 KCI, 1 KH,POy,,
2.5 CaCl,, 1 MgS04, 5 glucose, maintained at a temperature of
20°C. After equilibration (45 min), stimulation (frequency of
125 Hz, train of stimulation of 300 ms) was delivered through
electrodes running parallel to the muscle. PO, the absolute twitch
force (Pt), the contraction time and the half-relaxation time
during the twitch were measured.

2.4. In vitro EDL fibre bundle contractility and calcium transient

EDL muscles were pinned in SYLGARDoated dishes containing
normal physiological solution (in mM: 148 NaCl, 4.5 KCl, 2.5 CaCl,,
1 MgCl,, 10 HEPES [4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfon-
icacid], and 5.5 glucose (pH = 7.4). Small bundles of 10-15 fibres
arranged in a single layer were dissected lengthwise, tendon-
to-tendon, with the use of microscissors. Muscle preparations were
loaded during 1 h with 3 uM of the Fura-2 AM fluorescent calcium
probe. After Fura-2 loading, muscle fascicles were mounted in an
experimental chamber allowing isometric force and cytosolic cal-
cium measurement and electrical stimulation. One extremity was
attached to a hook linked to a micromanipulator and the other
extremity was fixed to an electromagnetic force-transducer device
described elsewhere [17]. Muscle preparations were stretched
until the twitch amplitude elicited by efficient electrical stimuli
(5ms duration; 14V; 0.2 Hz) reached the maximum value.
The diameter of each contracting fibre was measured to calculate
the cross sectional area. The sum of the areas was used to
calculate the cross-sectional area (mm?) and to normalise force
amplitude (mN). Electrical triggered force development was
acquired under two stimulus protocols: (1) 5 ms duration/14 V/
0.2 Hz, protocol designed to elicit single separated twitches (con-
traction related to a unique action potential); (2) 20 pulses of
5 ms duration/14 V/100 Hz, protocol designed to elicit perfect tet-
anus. The evaluation of the contractile responses was done by mea-
suring the amplitude (mN/mm?), the time to peak (ms) and the
time constant of relaxation (s~!) of the twitch, and the amplitude
(mN/mm?) and the time constant of relaxation (s~!) of the tetanus.
All experiments were conducted at room temperature.

Ratiometric Fura-2 fluorescence measurements were made
using optical excitation filters of 380 and 360 nm and an lonOptix
microStepper Switch integrated system. Emitted fluorescence
(510 nm) was background subtracted. Cytosolic [Ca] was calcu-
lated at rest according to a modified method from Grynkiewicz
and collaborators [18]. A pseudo ratiometric approach was used
to acquire calcium transients. Preparations were electrically stim-
ulated with a pace protocol (0.5 Hz; 4 ms duration; 14 V) designed
to induce a single action potential. Fura-2 fluorescence was first
recorded at 1000 Hz under 380 nm excitation during 10 electrical
stimulations. Thereafter, Fura 2 fluorescence was recorded at
360 nm. The 10 records were averaged at each excitation wave-
length. Finally the calcium transient was calculated by making
the ratio of the means (360/380) and transformed in [Ca] values
using the method described for resting [Ca] determination. The
time to peak, the amplitude and the rate constant of the calcium
decay (by fitting a monoexponential on the recovery phase of the
calcium transient) were calculated.
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2.5. Statistical analysis

Groups were statistically compared using variance analysis or
Student’s t-test. If necessary, subsequent Bonferroni post hoc test
was performed. For groups that did not pass the tests of normality
and equal variance, non-parametric tests were used (Kruskal Wal-
lis and Wilcoxon). Values are means + SEM.

3. Results
3.1. Does an acute in vivo androgen treatment increases muscle force?

We examined the acute effect of androgens in vivo by analysing
in situ TA muscle force production in response to electric nerve
stimulation. Mice were injected ip with androgens dissolved in
ethanol/PBS or vehicle (ethanol/PBS) and muscle performance
was evaluated 30, 60 and 90 min after injection. Since we found
no difference between the different times (p > 0.05), only 30 min
data are shown. Fig. 1 shows that treatment with 10 mg/kg DHT
(Fig. 1A and B), 100 mg/kg DHT (Fig. 1C) and testosterone (1, 10

A

DHT ip 10 mg/kg

250
C_JWT+ANDRO
200- EWT
150+
100
50- .—
. o [

POI(g) Pmax (mW) Fatlgue resist. (%)

DHT ip 100 mg/kg

250
[CJWT+ANDRO
200 VT
150+
100+
ml &
o 1 .

Pol(g) Pmaxl(mW) Fatigué resistance (%)

Testosterone 100 mg/kg in DMSO

250+
[CJWT+ANDRO

200+ EEWT

150+
100+
(1

Maximal force (g9) Fatigue re5|stance (%)

and 100 mg/kg) (Fig. 1D, and data not shown) did not change the
absolute maximal force and absolute maximal power in WT and
AR™-Y mice (p>0.05). Fatigue resistance was not increased
(Fig. 1A, C and D) (p > 0.05). In addition, 100 mg/kg of testosterone
dissolved in DMSO did not alter muscle performance after 90 min
(Fig. 1E) (p > 0.05). To ensure the drug is rapidly available in mus-
cle, we locally applied androgens and measurement were carried
out 15 min after administration. Since we found no difference
between dosages, 0.04, 0.4 and 4 mg/ml DHT data were pooled
(p > 0.05). Fig. 1F shows that locally applied DHT did not affect
the absolute maximal force, absolute maximal power or fatigue
resistance in WT mice (p > 0.05).

To complete our study, we investigated the in vitro effect of
androgens on EDL muscle contraction in response to electric stim-
ulation. The EDL muscle similarly to the TA muscle is mainly com-
posed of fast fibres. Whole EDL muscle was incubated with DHT
dissolved in ethanol/thyrode and measurements were performed
before, and 15, 30 and 45 min after treatment. Treatment with dif-
ferent DHT doses (63 and 630 pg/ml, and 6.3 ng/ml) did not alter
maximal force of the EDL muscle (Fig. 2A) in WT mice (p > 0.05).

B
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< 1004
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250~
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0-
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Fig. 1. Absolute maximal force (P0), absolute maximal power (Pmax) and fatigue resistance of TA muscle from WT and AR*™~"Y mice after in vivo acute androgen treatment.
(A) 10 mg/kg DHT treatment of WT mice. (B) 10 mg/kg DHT treatment of AR*™/ mice. (C) 100 mg/kg DHT treatment of WT mice. (D) 1, 10 and 100 mg/kg testosterone
treatment of WT mice. Data from 1, 10 and 100 mg/kg testosterone treatments were pooled. In A, B, C and D drugs were dissolved in ethanol/PBS. WT and AR®™¥ control
mice were treated with appropriate vehicle (ethanol/PBS). Mice were ip injected, then anesthetized and muscle performance was studied 30 min after. (E) 100 mg/kg
testosterone treatment in WT mice. Drug was dissolved in DMSO and muscle performance was studied 90 min after ip injection. WT control mice were similarly treated with
vehicle (70 pl DMSO). (F) Drug was applied locally. Drug was dissolved in ethanol/PBS. Control mice were treated with appropriate vehicle (ethanol/PBS) and data were
pooled. Measurements were done 15 min after. a: significant difference between treatment (p < 0.05) using variance analysis followed by Bonferroni post hoc analysis. PO:
absolute maximal force, Pmax: absolute maximal power. n = 6-12/group. Data are means + SEM.
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Fig. 2. Absolute maximal and submaximal forces and kinetic of the twitch of EDL
muscle from WT mice after in vitro acute DHT treatment. (A) Absolute maximal
force (PO), (B) absolute force of the twitch (submaximal force) (Pt), contraction of
the twitch (CT) and half-relaxation time of the twitch (1/2RT). In (A) and (B) DHT
was dissolved in ethanol and added after a 45 min period of equilibration in Tyrode
solution. Muscles were measured before, 15, 30, and 45 min after the drug was
added. (C) absolute maximal force (PO). (D) absolute force of the twitch (Pt). In (C)
and (D) DHT was dissolved in DMSO and added after a 45 min period of
equilibration in Tyrode solution. Muscles were measured before, 15, 30, 45, 60,
75 and 90 min after the drug was added. n = 4-8/dose. Data are means + SEM.

We also found no effect of these in vitro DHT treatments on
submaximal force (force of the twitch) or the kinetic of the twitch
(contraction time, half-relaxation time) (Fig. 2B) (p > 0.05). Simi-
larly, DHT dissolved in DMSO had no effect on absolute maximal
force (Fig. 2C) and submaximal forces (Fig. 2D) 15, 30, 45, 60, 75
and 90 min after treatment (p > 0.05).

To ensure uniform and adequate perfusion of DHT, we next
used muscle fibre bundles isolated from EDL muscles. DHT
treatment failed in vitro to affect specific maximal force in fibre
bundles from WT and AR®*™ " mice (Fig. 3A and B) (p > 0.05).

3.2. Do androgens affect calcium transient?

The effect of DHT on electrically evoked calcium transient was
analysed in vitro on fibre bundles loaded with a calcium indicator.
The magnitude and the kinetic of the evoked calcium transient
were assayed in either WT or AR*™~"Y mice. We found that ampli-
tude (Fig. 4A and B), time to peak (Fig. 4C and D) and the decay
(Fig. 4E and F) of the calcium transient did not differ between
DHT treated and untreated fibres bundles from both mouse strains
(p>0.05).

3.3. Is calcium transient alteration responsible for the reduced
maximal force in AR™™” mice mice?

In a previous study, we reported that the specific maximal force
of TA and EDL muscles was reduced in AR™™"Y mice [13]. Simi-
larly, in the present study we found that the specific maximal force
of EDL fibre bundles was decreased in such mice as compared to
WT mice (Fig. 5A) (p < 0.05). However, this reduced muscle force
capacity generation was no related to calcium transient dysfunc-
tion. Since, there was no difference in calcium amplitude, time to
peak and decay between AR™ /¥ mice and WT mice (Fig. 5B)
(p>0.05).

DHT, in vitro, EDL fibre bundles
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Fig. 3. Maximal force of EDL fibre bundles from WT (A) and AR**™" (B) mice after
in vitro acute DHT treatment. Drug was dissolved in ethanol and added after a
30 min period of equilibration in normal physiological solution. Fibre bundles were
measured 30 min after the drug was added. n=6-19/dose. Data are means
measured 30 min after the drug was added + SEM.
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Fig. 4. Electrically evoked calcium transient of EDL fibre bundles from WT (A, C, E) and AR®™ /¥ (B, D, F) mice after in vitro acute DHT treatment. (A and B): calcium amplitude,
(C and D): calcium time to peak (TPP), (E and F): calcium decay. Drug was dissolved in ethanol and added after a 30 min period of equilibration in normal physiological
solution. Fibre bundles were measured 30 min after the drug was added. n = 6-19/group. Data are means + SEM.

4. Discussion

Results from several recent studies support the possibility that
sex hormones may have a rapid action via signal transduction
pathways independently of AR [3-9,19,20]. Moreover, it was
reported that they might alter various aspects controlling the mus-
cle excitation-contraction-relaxation cycle: increased muscle
excitability, calcium homeostasis and maximal force-generation
capacity [2,5,6,10-12,19]. We first tested whether maximal force
generation by skeletal muscle is increased by in vivo acute andro-
gen administration in both WT and AR*™ " mice. Our study dem-
onstrates that in vivo acute androgen treatment does not affect
maximal force (and maximal power) of mouse muscle expressing
or not AR. In addition, we found no effect of in vitro androgen treat-
ment on maximal force generation capacity of whole muscle and
fibre bundles, eliminating the potential problems of hormone bio-
availability. Therefore, our results do not support an ergogenic
action of acute androgens systemically administered on muscle
maximal performance. An ergogenic effect of androgens on motor
behaviour [21] in vivo can however not be excluded.

In addition, acute androgen treatment did not alter the calcium
transient evoked electrically, in both WT and AR®™*™/ mice. This
result is in agreement with the absence of an effect of acute andro-
gen treatment on maximal force, since calcium transient plays a
key role in the contraction. Our results indicate that the potential
acute effect of androgens on intracellular calcium on skeletal mus-
cle cells [4] has no major impact on the evoked calcium release
during excitation—contraction coupling.

A reduction in the amplitude of the calcium signal delivered to
the contractile apparatus would lead to a reduced maximal force
generation capacity. A reduced calcium signal may be achieved
via a reduced release from the ryanodine receptor, the calcium
channel of the reticulum sarcoplasmic, or increased calcium buf-
fering such as that performed via the sarcoplasmic reticulum cal-
cium ATPase pumps. However, muscle weakness induced by
selective AR ablation in skeletal muscle fibres ([13], and present
study) cannot be explained by such effects, since electrically cal-
cium transient were similar in ARS™”¥ and WT mice. The marked
alterations in force production observed in AR*™" mice, both at
the levels of the whole muscle and the fibre bundles, must
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therefore be related to altered sarcomere structure and posttrans-
lational modifications of contractile proteins, but not to a reduced
in function/expression of reticulum sarcoplasmic proteins.

5. Conclusion

Our results show that muscle contractility and electrically
evoked calcium transients are not affected by acute androgen
treatment, indicating that androgens have no major rapid action
on either intact fast skeletal muscle or isolated muscle fibres. In
contrast, they suggest that acutely administered androgens cannot
improve muscle performance in athletes or muscle weakness in
patients with neuromuscular diseases. Moreover, the present study
shows that an altered electrically evoked calcium transient is not
responsible for the reduced maximal force observed in AR-
deficient fast muscles.
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Myofiber androgen receptor promotes maximal
mechanical overload-induced muscle hypertrophy
and fiber type transition in male mice
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The firstaim of this study was to examine the role of myofiber androgen receptor (AR) in male mice
on muscle performance gain and remodeling induced muscle mechanical overloading (OVL), that
mimics resistance training. The response of OVL in mice in which AR is selectively ablated in myo-
fibers (AR®™7Y) was compared to that of wild-type mice (WT). In addition, we determined whether
the synthetic anabolic androgen nandrolone (NANDRO) administration affects the OVL response.
We found that OVL increased absolute maximal force and fatigue resistance in both mouse ge-
notypes (p < 0.05). However the absolute maximal force increased more in AR®*™*Y mice as com-
pared to WT mice (+88% versus +63% p < 0.05). Muscle weight increased less in response to OVL
in AR™ mice (+54%) than in WT mice (+115%)(p<0.05). The fiber number per cross-section
similarly increased in both mouse genotypes after OVL (p < 0.05). In contrast to WT mice, the fiber
diameter expressing MHC-2x decreased after OVL in AR*™” mice (p <0.05). The MHC-2b to
MHC-2a fiber type transition in response to OVL was reduced in AR**™” mice as compared to WT
mice (p<0.05). Finally, NANDRO administration during OVL did not further improve absolute
maximal force and fatigue resistance and markedly alter muscle remodeling in both mouse ge-
notypes. Together, our results indicate that myofiber AR isrequired for acomplete response to OVL
and that exogenous androgens do not increase muscle performance during intensive remodeling
in male mice.
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ndrogens play a role in all skeletal muscles as well as
Athe very androgen responsive levator ani. They can
increase growth, absolute maximal force production and
fatigue resistance and modulate fiber type composition
(1-14). Androgens, at least partially, exert their effects by
binding to the nuclear androgen receptor (AR) of muscle
fibers (myofiber AR) (3, 4). We recently found that the
myofiber AR controls absolute maximal force, without
affecting the mass, in hindlimb muscles from adult male
mice (3). Myofiber AR deficiency decreases specific max-
imal force (absolute maximal force normalized by muscle
weight) and impairs the organization of sarcomeres (3,

ISSN Print 0013-7227 ISSN Online 1945-7170

Printed in U.S.A.

Copyright © 2014 by the Endocrine Society

Received March 5, 2014. Accepted September 5, 2014.

doi: 10.1210/en.2014-1195

15). However, we do not yet know whether myofiber AR
plays a role during the muscle remodeling induced by me-
chanical overloading (OVL) that mimics resistance train-
ing. In response to OVL, muscle weight is almost doubling,
absolute maximal force and fatigue resistance are in-
creased, and its fibers exhibit a fast/glycolytic to slow/
oxidative type transition (16-19). Since AR expression
can be increased by OVL (20), myofiber AR might play an
important role during this remodeling process, and an-
drogens might affect muscle remodeling, as they modulate
many processes induced by OVL, such as cell cycle regu-
lation (21), damage (22) and inflammation (23). Even
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though several studies found that androgens do not en-
hance OVL-induced muscle hypertrophy in males (22,
24), androgens might affect the gain in absolute maximal
force and fatigue resistance and/or fiber type transition
induced by OVL.

The first aim of this study was to examine the role of
myofiber AR on muscle remodeling and performance gain
induced by OVL in male mice. We thus compared the
effects of 1 month-OVL on absolute maximal force, spe-
cific maximal force, fatigue resistance, growth, and fiber
type transition of the plantaris muscle from adult male
wild-type (WT) mice and myofiber AR-deficient mice
(AR®<™7)_In addition, we determined whether the syn-
thetic anabolic androgen nandrolone (NANDRO) admin-
istrated during OVL affects muscle remodeling and per-
formance gain in male mice, and whether the potential
effects of NANDRO might be mediated by myofiber AR.

Materials and Methods

Animals and treatments

All procedures were performed in accordance with National
and European legislations, under the license 75-1102. Wild-type
C57/BL6 male mice (referred to below as WT) and myofiber
AR-deficient male mice of the same genetic background (referred
to below as AR®™7Y) were used. AR®*™" mice were generated
by breeding female AR™*™? mice carrying “floxed” AR L2 alleles
with male HSA-Cre transgenic mice, as described (3). AR was
efficiently ablated in myofiber from male AR**™ mice. Indeed,
quantitative RT-PCR showed that the AR gene expression was
reduced by 92% in AR*™¥ mice (0.16 + 0.02 AU, n = 22) as
compared to WT (2.13 = 0.12 AU, n = 20)(P < .05) mice. For
mechanical overloading at 2-3 months of age, mice were anes-
thetized with pentobarbital (50 mg/kg body weight, ip). The
plantaris muscles of both legs were mechanically overloaded
(OVL; n = 6 for AR*™" mice and n = 6 for WT mice) for 4
weeks by the surgical removal of soleus muscles and a major
portion of the gastrocnemius muscles as described (16). Nan-
drolone decanoate (NANDRO, 10 mg/kg, sc)(Sigma, Saint-
Quentin Fallavier, France)(n = 3 for AR*™”¥ mice and n = 4 for
WT mice) or vehicle (sesame seed oil) was injected every 3—4 days
for 4 weeks. The first and the last injection were given 1 day after
surgery and 3 days before the end of the study. NANDRO dose
is usually 2 to 10 mg/kg (25). In a pilot study, we found that
NANDRO (10 mg/kg) increased muscle weight and perfor-
mance in WT mice. Control AR**™* mice (n = 6) and WT mice
(n = 6) were also used to obtain basal values.

Force measurement

Plantaris muscle function was evaluated by measuring in situ
isometric force, as described (16, 26). Mice were anesthetized
(pentobarbital sodium, 50 mg/kg, ip). During physiological ex-
periments, supplemental doses were given as required, to main-
tain deep anesthesia. The knee and foot were fixed with clamps
and stainless steel pins. The plantaris muscle was exposed and the
distal tendon of the gastronecmius and soleus muscle complex
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was cut. The distal tendon of the plantaris muscle was attached
to an isometric transducer (Harvard Bioscience) with a silk lig-
ature. The sciatic nerves were proximally crushed and distally
stimulated by a bipolar silver electrode using supramaximal
square wave pulses of 0.1 millisecond duration. Responses to
tetanic stimulation (pulse frequency 75-143 Hz) were succes-
sively recorded. At least 1 minute was allowed between contrac-
tions. Absolute maximal forces were determined at optimal
length (length at which maximal tension was obtained during the
tetanus). Force was normalized to the muscle mass (m) as an
estimate of specific maximal force. Fatigue resistance was then
determined after a 5-minute rest period. The muscle was con-
tinuously stimulated at 50 Hz for 2 minutes (submaximal con-
tinuous tetanus). The duration corresponding to a 50% decrease
in force was noted. Body temperature was maintained at 37°C
using radiant heat. Mice were euthanized with an overdose of
pentobarbital.

Histology

Transverse serial sections (8 wm) of plantaris muscles (col-
lected 1 month after OVL and NANDRO) were obtained using
a cryostat, in the midbelly region. Some of sections were pro-
cessed for histological analysis according to standard protocols
(Sirus red). Other sections were processed for immunohisto-
chemistry as described previously (16, 27). For determination of
muscle fiber diameter, fiber expressing myosin heavy chain
(MHC) and Pax 7+ satellite cells, frozen unfixed sections were
blocked 1h in PBS plus 2% BSA, 2% sheep serum. Sections were
then incubated overnight with primary antibodies against,
laminin (Sigma, France), MHC isoform 2a (clone SC-71, Devel-
opmental Studies Hybridoma Bank, University of lowa), MHC
isoform 2b (clone BF-F3, Developmental Studies Hybridoma
Bank), MHC isoform 1 (clone BA-DS5, Developmental Studies
Hybridoma Bank) and Pax 7 (Studies Hybridoma Bank). After
washes in PBS, sections were incubated 1 hour with secondary
antibodies (Alexa Fluor, Invitrogen). Slides were finally mounted
in Fluoromont (Southern Biotech). Images were captured using
a digital camera (Hamamatsu ORCA-AG) attached to a motor-
ized fluorescence microscope (Zeiss Axiolmager.Z1), and mor-
phometric analyses were made using the software Image].
MHC-2x fibers were identified as fibers that do not express
MHC-2b, MHC2a or MHC-1. For determination of the per-
centage of fiber type and diameter (minimal), we attempted to
analyze all the fibers of a cross-section. For example, we mea-
sured the diameter of 8261427 fibers (WT mice), 1004-2386
fibers (WT+OVL mice), 887-1937 fibers
(WT+OVL+NANDRO mice), 877-1134 fibers (ARSk™™Y
mice), 1201-2016 fibers (AR*™7¥+QVL mice), and 1433-1850
fibers (AR**™*+QVL+NANDRO mice). Data presented cor-
respond to pure MHC-2b, MHC-2x and MHC-2a expressing
fibers (without MHC coexpression). Total fiber number was
counted at the widest cross-section.

Gel electrophoresis

The plantaris muscles were extracted on ice for 60 minutes in
4 volumes of extracting buffer (pH 6.5), as previously described
(28). After centrifugation, the supernatants were diluted 1:1 (vol/
vol) with glycerol and stored at —20°C. Myosin heavy chain
(MHC) isoforms were separated on 8% polyacrylamide gels,
which were made in the Bio-Rad mini-Protean II Dual slab cell
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system, as described previously (29, 30). The gels were migrated
for 31 hours at 72 V (constant voltage) at 4°C. After migration,
the gels were silver stained. The positions of the different MHC
bands were confirmed as described (31, 32). The gels were
scanned using a video acquisition system, and bands were quan-
tified by densitometric software (Multi Gauge; Fujifilm, Clichy,
France).

RNA preparation and analysis

Plantaris muscle RNA was isolated using TRIzol Reagent
(Invitrogen). Two ug RNA were converted to cDNA with Su-
perScript Il reverse transcriptase (Invitrogen Life Technologies)
and hexamers primers according to the supplier’s protocol.
Quantitative RT-PCR was performed by using the SYBR Green
1 marker PCR kit (Roche) according to the supplier’s protocol.
The 18S ribosomal RNA were used as an internal control. Prim-
ers were as follows: 5'-CTGCCTCCGAAGTGTGGTAT-3" and
5'-GCCAGAAGCTTCATCTCCAC-3" (AR), and §'-
TCGTCTTCGAAACTCCGACT-3' and 5'-CGCGGTTC-
TATTTTGTTGGT-3' (18S).

Statistical analysis

Groups were generally statistically compared using 2 way-
analysis of variance (ANOVA). The 2 factors were generally
treatment (basal, overload, and overload combined to nan-
drolone administration) and genotype (WT and AR*™¥ mice).
If appropriate, subsequent post hoc analysis (Bonferroni) was
performed. Data from mice that were overloaded and over-
loaded and nandrolone treated were also expressed in percentage
of basal values and analyzed using a 2 way-ANOVA in order to
compare the effect of overload between the two genotypes. In the
case of fiber diameter distribution analysis, the two genotypes
were analyzed separately, using 2 way-ANOVA in which the 2
factors were treatment (basal, overload, and overload combined
to nandrolone administration) and fiber diameter distribution
(11 categories). AR expression in WT and AR<™ mice was
compared with Student T test. In the case of AR expression anal-
ysis in WT mice, the effect of OVL was analyzed, using 2 way-
ANOVA in which the 2 factors were treatment (basal, overload)
and OVL duration (1 week, 1 month). A p value < 0.05 was
considered significant. Values are means = SEM.

Results

Muscle performance gains in response to OVL are
not impaired in myofiber AR deficient mice

To determine whether myofiber AR is involved in over-
load-induced muscle performance gains, plantaris muscles
from both male WT and AR**™Y mice were analyzed after
1 month OVL ie,; after surgical removal of soleus and a
major portion of gastrocnemius muscles. OVL increased
absolute maximal force of plantaris muscle in both mouse
genotypes (Figure 1A)(P < .05), however the percentage
of increase was slightly greater in AR**™ mice (+88%)
as compared to WT mice (+63%)(P < .05). Specific max-
imal force was unchanged in response to OVL in both
mouse genotypes (Figure 1B). Fatigue resistance increased
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similarly in response to OVL by 73% and 56 % in WT and
ARS™ Y mice respectively (Figure 1C)(P < .05), since the
percentage of increase was not different between the two
mouse genotypes (P > .05).

Reduced muscle growth in response to OVL in
myofiber AR deficient mice

Plantaris muscle weight increased in response to OVL
in both mouse genotypes (Figure 2A)(P < .05), even
though the percentage of increase was lower in ARS™”
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Figure 1. Absolute maximal force (A), specific maximal force (C) and
fatigue resistance (E) in WT and AR*™ mice. WT: Wild-type mice
AR: ARS™% mice, in which AR is selectively ablated in myofibers OVL:
mechanically overloaded mice +NANDRO: mice treated with
nandrolone a: AR+QOVL and AR+OVL+NANDRO or WT+QOVL and
WT+OVL+NANDRO different from basal AR or basal WT, respectively
(P < .05), n= 12 for AR basal, n = 10 for AR+OVL, n = 6 for
AR+OVL+NANDRO, n = 12 for WT basal, n = 16 for WT+OVL, n =
6 for WT+OVL+NANDRO. The 2-way ANOVA revealed the main
effect of treatment on absolute maximal force (P = .0001) and fatigue
resistance (P = .0001). Bonferroni post hoc analysis showed that
absolute maximal force and fatigue resistance of OVL and
OVL-+NANDRO were different from Basal (P < .05). There was no
main effect of genotype and no interaction between the 2 factors (P >
.05).
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mice as compared to WT mice (+54% vs +115%, P <
.05). Immunohistochemical analyses revealed that the
number of fibers per plantaris muscle section increased
similarly in response to OVL by 60% in WT and 51% in
AR™ mice (Figure 2BC)(P < .05). The number of fibers
expressing MHC-2a increased in both mouse genotypes
(Figure 2BC)(P < .05), even though the percentage of in-
crease was lower in AR*™" mice (+ 129%) as compared
to WT mice (+214%)(P < .05). The diameter of the fibers
was similarly decreased in both WT and AR**™ mice by
19% and 22%, respectively (Figure 3A)(P < .05). The
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Figure 2. Muscle weight (A) and fiber number per section (B, C) in
WT (A, B) and AR™* (A, C) mice. WT: Wild-type mice AR: ARSk™
mice, in which AR is selectively ablated in myofibers OVL: mechanically
overloaded mice +NANDRO: mice treated with nandrolone a: AR
+OVL or WT+OVL different from AR or WT (P < .05), For muscle
weight, n = 12 for AR basal, n = 10 for AR+OVL, n = 6 for
AR+OVL+NANDRO, n = 12 for WT basal, n = 16 for WT+OVL, n =
6 for WT+OVL+NANDRO. For fiber number, n = 5 for AR basal, n =
4 for AR+OVL, n = 4 for AR+OVL+NANDRO, n = 5 for WT basal,

n = 5for WT+OVL, n = 4 for WT+0OVL+NANDRO. The 2-way
ANOVA revealed the main effect of treatment on muscle weight (P =
.0001), total fiber number (P = .006) and the number of fibers
expressing MHC-2a (P = .0009). Bonferroni post hoc analysis showed
that muscle weight, total fiber number and the number of fibers
expressing MHC-2a of OVL and OVL+NANDRO were different from
Basal, WT or AR (P < .05). There was no main effect of genotype and
no interaction between the 2 factors (P > .05).
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analysis of the distribution of the fiber diameter confirmed
a reduced fiber size in AR*™ mice (P < .05) but not in
WT mice (Figure 4AB). In fact, there was a leftward shift
in fiber diameter in only AR**™ mice (P < .05). In par-
ticular, the diameter of the fibers expressing MHC-2b was
similarly decreased in both WT and AR**™ mice by 20%
and 26 %, respectively (Figure 3BC)(P < .05). The change
in fiber diameter distribution confirmed the reduced size
of the fibers expressing MHC-2b in response to OVL in
both mouse genotypes (Figure 4CD)(P < .05) since there
was a leftward shift in fiber diameter distribution. In ad-
dition, the analysis of the fiber diameter distribution
showed that the diameter of the fiber expressing MHC-2x
was reduced in response to OVL in AR*™ Y mice (P <.05)
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Figure 3. Fibers diameter of all fibers (A), and diameter of fibers
expressing MHC-2a, MHC-2x or MHC-2b (B) in WT (AB) and ARS<™#Y
(AC) mice. WT: Wild-type mice AR: AR*™* mice, in which AR is
selectively ablated in myofibers OVL: mechanically overloaded mice
+NANDRO: mice treated with nandrolone a: AR +OVL or WT+OVL
different from AR or WT (P < .05), n = 5 for AR basal, n = 4 for
AR+OVL, n = 3 for AR+OVL+NANDRO, n = 5 for WT basal, n = 5
for WT+OVL, n = 4 for WT+OVL+NANDRO. The 2-way ANOVA
revealed the main effect of treatment on fiber diameter (P = .005) and
diameter of fibers expressing MHC-2b (P = .006). Bonferroni post hoc
analysis showed that fiber diameter and diameter of fibers expressing
MHC-2b of OVL differed from Basal (P < .05). There was no main
effect of genotype and no interaction between the 2 factors (P > .05).
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but not WT mice (Figure 4 EF). The diameter and diameter
distribution of the fibers expressing MHC-2a was not al-
tered by OVL in both mouse genotypes (Figure 3BC and
Figure 4GH)(P > .05). Thus, our results indicate that the
lower increase in muscle weight in AR®*™" mice after
OVL was related to the atrophy of MHC-2x expressing
fibers. However, it was not associated with a reduced
number of Pax 7-positive cells (satellite cells)(Figures SA)
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and differential change in fibrosis between mouse geno-
types after OVL (Figure 5B).

Attenuated fiber type transition in response to
OVL in myofiber- AR deficient mice

After OVL, the percentage of plantaris muscle fibers
expressing MHC-2b was reduced by 49 % in WT mice and
by 37% in AR*™" mice (Figure 6AB)(P < .05), with no

w

[ AR+OVL
AR+ OVL+NANDRO

All

0.25 a

AR
MHeE EIARHOVL
5 035 a - FAOVLANANDRO
Eox
Eon
-]
a8
o
=
-
é 05
i | | |
10 15 0 2% x 35 40 45 50 85 60
Diameter | )
MHC-2x

E g8

-]

Fibet distriution (ratis)
5 5 8 8 O
- &

e
2

MHC-2a
_ 045 .
T oo | AR
Eoas [ETIARSOVL
Fow - R OVLNAND RO

101 FE ] 40 45 80 85 @
Diameter jpm)

Figure 4. Distribution of the diameter of fibers (AB) and diameter distribution of fibers expressing MHC-2b (C, D), MHC-2x (E, F) and MHC-2a (G,
H) in WT (A, C, E, G) and AR*™7 (B, D, F, H) mice. WT: Wild-type mice AR: AR**™* mice, in which AR is selectively ablated in myofibers OVL:
mechanically overloaded mice +NANDRO: mice treated with nandrolone a: AR +OVL or WT+OVL different from AR or WT (P < .05), b: AR
+0OVL+NANDRO different from AR+OVL+NANDRO (P < .05) n = 5 for AR basal, n = 4 for AR+OVL, n = 3 for AR+OVL+NANDRO, n = 5 for
WT basal, n = 5 for WT+OVL, n = 4 for WT+OVL+NANDRO. The 2-way ANOVA revealed no main effect of treatment on fiber diameter
distribution (P > .05) whereas there was a main effect of distribution (P = .0001). There was an interaction between the 2 factors concerning the
diameter distribution of fibers in AR mice (P = .0001), of fibers expressing MHC-2b in both mouse genotypes (P = .02 and P = .001), and of fibers
expressing MHC-2x in AR mice (P = .0001). Bonferroni post hoc analysis showed that OVL and OVL+NANDRO were different from Basal in both
mouse genotypes concerning the diameter distribution of MHC-2b expressing fibers, and in AR mice concerning the diameter distribution of all
fibers and the diameter distribution of fibers expressing MHC-2x (P < .05). Moreover post hoc analysis showed that AR+OVL+NANDRO differ
from AR+QVL concerning the diameter distribution of fibers expressing MHC-2b in AR mice (P < .05).
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difference in the percentage of decrease between mouse
genotypes (P > .05). Accordingly, plantaris muscle com-
position in MHC-2b, assessed by gel electrophoresis, was
similarly decreased in response to OVL in both WT
(-77%) and AR*™" (-70%) mice (Figure 6CD)(P < .0S5).
Moreover, the percentage of fibers expressing MHC-2a
increased in response to OVL in both WT and ARSk™"Y
mice (Figure 6AB)(P < .05). However, the percentage of
fibers expressing MHC-2a increased less in response to
OVL in AR**™" mice (+50%) as compared to WT mice
(+103%)(P < .05). In addition, we found an increase of
MHC-2x muscle composition in response to OVL in both
mouse genotypes (Figure 6CD, P < .05), even though the
percentage of increase was greater in AR™” mice
(+223%) as compared to WT mice (+73%)(P < .05).
Moreover, it was noteworthy that there was a main effect
of genotype: the muscle composition in MHC-2b and
MHC-2a was increased and reduced, respectively, in AR-
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Figure 5. Number of cells expressing Pax 7 (A) and fibrosis (B) in WT
and ARS™% mice. WT: Wild-type mice AR: AR*™” mice, in which AR
is selectively ablated in myofibers OVL: mechanically overloaded mice
+NANDRO: mice treated with nandrolone a: AR +OVL or WT+OVL
different from AR or WT (P < .05), n = 5 for AR basal, n = 4 for
AR+OVL, n = 3 for AR+OVL+NANDRO, n = 5 for WT basal, n = 5
for WT+OVL, n = 4 for WT+OVL+NANDRO. The 2-way ANOVA
revealed no main effect of treatment, no main effect of genotype and
no interaction between the 2 factors concerning the number of fibers
expressing Pax 7 (P > .05). The 2-way ANOVA revealed a main effect
of treatment on fibrosis (P = .006). Bonferroni post hoc analysis
showed that fibrosis from OVL and basal were different in both mouse
genotypes (P < .05). There was no main effect of genotype and no
interaction between the 2 factors (P > .05).

Endocrinology

sk mice as compared to WT mice (Figure 6CD)(P <
.05).

Together, our results indicate that two aspects of the
plantaris muscle remodeling induced by OVL differed be-
tween AR®™™ mice and WT mice, suggesting that they
were related to myofiber AR. Increased muscle weight in
response to OVL was reduced in AR®™™” mice as com-
pared to WT mice. Moreover, the fast/glycolytic to slow/
oxidative muscle type transition in response to OVL was
lower in AR**™" mice as compared to WT mice. It should
be noted that using quantitative RT-PCR we found no
effect of 1 week and 1 month OVL on AR gene expression
in WT mice (Figure 7).

Nandrolone administration during OVL has minor
effects on myofibers

Next, we determined whether NANDRO affects per-
formance gain and muscle remodeling induced by OVL
and whether myofiber AR plays a role in the potential
effects of NANDRO. We found no effect of NANDRO
during OVL on absolute (Figure 1A) and specific (Figure
1B) maximal forces, fatigue resistance (Figure 1C), muscle
weight (Figure 2A), total fiber number per cross-section
(Figure 2BC), number of cells expressing Pax 7 (Figure SA)
and fast-to-slow fiber type transition (Figure 6A-D) in
both mouse genotypes. The only 2 differences between
NANDRO and untreated mice were the diameter of the
fibers expressing MHC-2b and fibrosis. Indeed, the fiber
diameter expressing MHC-2b (Figure 3BC) was not re-
duced in WT and AR*™Y mice after OVL when treated
with NANDRO. Fiber diameter distribution analysis con-
fimed the effect of NANDRO on MHC-2b expressing fi-
ber size, at least in AR**™Y mice (Figure 4D). Moreover,
fibrosis was not increased in WT and AR*™"Y mice after
OVL when treated with NANDRO (Figure 5B). Together,
these results indicate that the fiber atrophy and fibrosis
induced by OVL is slightly reduced by NANDRO in both
mouse genotypes, and thus this effect is not mediated by
myofiber AR.

Discussion

Reduced muscle growth in myofiber AR deficient
mice in response to OVL

Generally, previous studies indicated that the muscle
growth in response to OVL is due to hypertrophy of the
fibers but not hyperplasia, ie, increased number of fibers
per cross-section (33). Fewer studies reported that it is
both the increases of the fiber diameter and number that
are responsible for the muscle hypertrophy (17, 18, 34). In
agreement with our previous study (16), we show here that
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D). WT: Wild-type mice AR: AR™* mice, in which AR is selectively ablated in myofibers OVL:
mechanically overloaded mice +NANDRO: mice treated with nandrolone a: AR +OVL or
WT+OVL different from AR or WT (P < .05), c: AR different from WT (P < .05), n = 5 for AR
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WT+OVL, n = 4 for WT+OVL+NANDRO. The 2-way ANOVA revealed the main effect of

treatment on the percentage of fibers expressing MHC-2a (P = .0001) and MHC-2b (P = .0001),

and the muscle composition in MHC-2a (P = .0001), MHC-2x (P = .0001) and MHC-2b (P =

.001). Bonferroni post hoc analysis showed that the percentage of fibers expressing MHC-2a and
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the increased muscle weight is attrib-
utable to hyperplasia but not fiber
hypertrophy. Whateaver the un-
known reasons for the discrepancy,
we found that the increase in muscle
weightin response to OVLisreduced
in male AR**™Y mice as compared to
WT mice, demonstrating that the
myofiber AR is required for a max-
imal muscle growth in response to
OVL, even though myofiber AR de-
letion has no effect on hindlimb mus-
cle size under basal conditions (3).
The difference between basal and
OVL conditions might result from
sustained growth in the OVL condi-
tion (20). We also found that it is not
associated with increased myofiber
AR transcript levels in OVL as com-
pared to basal condition in WT mice,
in agreement with a previous report
showing that AR protein level is not
increased by 1 month OVL in plan-
taris from 5 month-old rats (35).
The reduced muscle weight gain
in AR**™" mice in response to OVL
is not related to a lesser increase in
fiber number (in particular those ex-
pressing MHC-2a), a greater reduc-
tion in the diameter of fibers express-
ing MHC-2b, a lower increase in
fibrosis, or a greater decrease in the
percentage of the largest diameter fi-
bers expressing MHC-2b in ARk™
mice. It may be the result from the
atrophy of the fibers expressing
MHC-2x in AR™*™ mice in re-
sponse to OVL. This might originate
from lower activation of the Akt-
mTOR pathway, since this pathway
plays an important role in controling
protein synthesis in response to OVL
(34, 36, 37). Recently, androgens
have been shown to activate mTOR
pathway (38), even though a previ-
ous study did not (8). Moreover, an-
drogens stimulate amino acid uptake
that activate protein synthesis and
the Akt-mTOR pathway (39). A
lower OVL-induced reduction in
myostatin or a lower increase in fol-
listatin (16) in AR*™" mice might
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also contribute to a reduced increase in muscle weight.
Follistatin, a myostatin antagonist, is suggested to mediate
androgen action (40). Alternative possibility is that the
satellite cells from AR®™" mice during OVL have a re-
duced capacity to proliferate and merge into supernumer-
ary fibers of normal protein content. As in our murine
model, AR deletion occurs in fibers but not satellite cells,
the production of IGF1, IL4 and/or IL6 by the fibers might
be impaired in AR deficient myofibers (3, 33, 41). Our
findings exclude the possibility of fewer satellite cells ex-
pressing Pax 7 in AR®*™” mice as a cause of the reduced
muscle weight after OVL. Finally, since muscle growth in
response to OVL is not only associated with protein syn-
thesis, but also with protein degradation (42), a change in
proteasome activity in the absence of AR can be a potential
explanation for the reduced increase in muscle weight in
AR mice.

Attenuated fiber type transition in myofiber- AR
deficient mice in response to OVL

Fast/glycolytic to slow/oxidative fiber type transition in
response to OVL was reduced in mice, indicating that
myofiber AR is required for a full OVL-induced fiber type
switching. It results from a lower promotion of fibers ex-
pressing MHC-2a in response to OVL in AR*™” mice.
Since calcineurin, PGC-1a, and PPAR signaling pathways
promote the formation of slow/oxidative/fatigue resistant
fibers (43—45), these pathways might be less activated in
response to OVL in AR*™”_ It has been demonstrated
that calcineurin deletion prevents the fiber type transition
in response to OVL (17), in contrast to PGC-1« inactiva-
tion (46). The role of myofiber AR in fiber type determi-
nation is supported by the fact that there was a main ge-
notype effect: AR**™” mice exhibited an increased and
lower muscle composition in MHC-2b and MHC-2a as
compared to WT.

NANDRO does not further increase remodeling
and performance gain induced by OVL

There is general consensus that androgen administra-
tion can induce muscle hypertrophy at the basal state or
with androgen deficiency in human (6, 7). It is also sug-
gested that resistance training acts synergically to exoge-
nous androgens to induce hypertrophy (9). However, pre-
vious studies reported that androgen administration does
not further increase muscle hypertrophy induced by OVL

Endocrinology

alone in male animal (21, 22, 24). In line with these pre-
vious studies, we did not find an increase in muscle weight
in both NANDRO treated mouse genotypes even though
fibers expressing MHC-2b had not a reduced diameter in
ARS®™ mice. The very large muscle hypertrophy in re-
sponse to OVL in WT mice suggests that anabolic pro-
cesses are already maximally activated by OVL alone.
These results do not exclude the possibility that androgen
administration - potentially mediated by AR at the level of
satellite cells (6, 7) - might amplify milder muscle growth
in male. Moreover, a recent study reported that exogenous
androgen increases overload-induced muscle hypertrophy
in female mice (47).

The present study also indicates that NANDRO during
OVL does not alter the fiber type transition induced by
OVLin both AR*™ ¥ and WT mice It should be also noted
that NANDRO during OVL affect neither absolute max-
imal force nor fatigue resistance, indicating that
NANDRO during OVL have no ergogenic effect. It is not
excluded that androgen administration could have a no-
table impact in the case of resistance training inducing
alone a milder performance gain.

Conclusion

In the present study, we show that myofiber AR deletion
decreases by half OVL-induced muscle weight gain. It is
likely the result from the atrophy of the fiber expressing
MHC-2x in response to OVL. Moreover, the fast/glyco-
lytic to slow/oxidative fiber type transition in response to
OVL is attenuated in the absence of myofiber AR. What-
ever the underlying mechanisms of altered muscle remod-
eling, the large performance gains in absolute maximal
force and fatigue resistance induced by OVL are not de-
creased by myofiber AR deletion. Finally, we found that
nandrolone administration does not increase performance
gains and markedly alter muscle remodeling induced by
OVL, although it can prevent at least partly the fiber at-
rophy and increased fibrosis following OVL. Together,
our results demonstrate that myofiber AR is required for
a maximal OVL-induced muscle remodeling and that ex-
ogenous androgens have no ergogenic action when muscle
remodeling is large.
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RESUME

Les muscles permettent de générer force et mouvements et ont des fonctions métaboliques
importantes. Mon travail a consisté a caractériser le role et les mécanismes d’actions des
androgenes dans le muscle strié.

Nous avons montré que I’ablation du récepteur des androgénes dans les myofibres n’affecte
pas la masse musculaire car a la fois les voies anaboliques (IGF1) et cataboliques
(myostatine) sont dérégulées. Cependant, 1’absence du récepteur dans les myofibres diminue
I’hypertrophie musculaire induite par une surcharge mécanique et limite 1’atrophie induite par
les glucocorticoides. Son ablation augmente également 1’autophagie, entrainant une
déstructuration des sarcomeres, conduisant a une diminution de la force musculaire. De plus,
sa délétion diminue la vitesse d’absorption du glucose lors d’une surcharge glucidique. Le
récepteur des androgenes dans les myofibres régule donc la masse et la force musculaire, ainsi
que I’import du glucose.

Androgenes, récepteur des androgenes, muscle squelettique, myofibres, cellules satellites,
anabolisme, catabolisme, force, autophagie, polyamines, glucose.

ABSTRACT

Muscles generate strength and movement, and have important metabolic functions. The aim
of my work was to characterize the role and mechanisms of action of androgen receptor in
skeletal muscle.

We show that ablation of the androgen receptor in skeletal muscle myofibers does not affect
muscle mass as both anabolic (IGF1) and catabolic pathways (myostatin) are deregulated.
However, the absence of this receptor in myofibers decreases muscle hypertrophy induced by
mechanical overload and limits glucocorticoids-induced muscle atrophy. Its ablation also
increases autophagy, leading to sacromeres destructuration, resulting in decreased muscle
strength. Moreover, its deletion reduced the rate of glucose absorption during a glucidic
overload. Thus, myofibres androgen receptor regulates muscle mass and strength, as well as
glucose import.

Androgen, androgen receptor, skeletal muscle, myofibers, satellite cells, anabolism,
catabolism, strength, autophagy, polyamines, glucose.



