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Introduction générale



Le muscle squelettique représente pres de la moiti¢é de la masse du corps et joue un role
indispensable dans la locomotion des €tres vivants. C’est aussi un organe endocrine qui sécrete
de nombreuses cytokines. La myostatine, membre de la superfamille des TGFfs, est une
cytokine musculaire et un des inhibiteurs majeurs de la myogenese. A I’heure actuelle, la
myostatine est au centre de nombreuses stratégies thérapeutiques notamment dans le cadre de
thérapies visant a améliorer la fonction musculaire (atrophie, myopathies). En effet, il a été
montré qu’une inhibition de cette voie entraine une augmentation de la masse musculaire chez
les mammiferes. Son invalidation chez la souris (le modele murin Mstn-/-) entraine une
hyperplasie (augmentation du nombre) et une hypertrophie (augmentation de D’aire) des
myofibres ainsi que d’une augmentation du nombre de fibres glycolytiques dites rapides.

De¢s lors, de nombreuses études sont mises en place pour inhiber 1’action de la myostatine, que ce
soit par l’utilisation d’anticorps neutralisants, par ciblage direct du gene, ou encore par
I’utilisation d’inhibiteurs spécifiques. Parmi ces derniers, les inhibiteurs les plus connus de la
myostatine sont la follistatine, FSTL3 et les protéines GASP-1 et GASP-2. Les proté¢ines GASP
se présentent alors comme de véritables cibles thérapeutiques nécessitant une maitrise parfaite de

leur fonction dans I’organisme entier.

C’est dans ce contexte, que s’inscrivent les travaux de 1’équipe de Véronique Blanquet au sein
du laboratoire de Génétique Moléculaire Animale a Limoges, avec un intérét particulier pour
I’é¢tude de la voie de signalisation de la myostatine et ses inhibiteurs GASP-1 et GASP-2.
L’analyse fonctionnelle de ces protéines est réalisée a la fois in vitro sur des cellules
musculaires, mais ¢également in vivo a I’aide de modeles murins, afin de déterminer les fonctions
des protéines GASP a la fois dans un contexte myogénique mais également a une échelle plus
globale. Dans un premier temps, 1'équipe a généré une lignée de souris transgéniques sur-
exprimant le géne Gasp-1, la lignée TgGasp-1.20. Cette lignée présente une augmentation
globale du poids des muscles squelettiques et une hypertrophie, conséquences d'une inhibition de
la myostatine. Cependant, contrairement aux souris knock-out pour la myostatine, cette lignée ne
présente ni d’hyperplasie, ni de changement dans la proportion des différents types de fibres
musculaires, ni de variation de métabolisme.

Au commencement de ma thése en 2013, la création de différentes lignées de souris
transgéniques sur-exprimant de maniere ubiquitaire le géne Gasp-2 a été entreprise. Je participe
alors a la génération de quatre lignées transgéniques TgGasp-2. L'analyse phénotypique de ce
modele murin montre a 12 semaines, une augmentation globale du poids des souris et de certains

muscles squelettiques. Une hypertrophie des fibres musculaires sur les trois muscles étudiés a pu



étre mise en évidence. Comme pour les souris TgGasp-1, a la différence des souris Mstn-/-, le
nombre total de fibres des souris TgGasp-2 et leur métabolisme ne présentent pas de variation
par rapport aux souris sauvages. L’ensemble des analyses réalisées nous laisse alors supposer
que la surexpression de Gasp-2 dans nos lignées transgéniques n’a pas d’effet sur le
développement musculaire prénatal, lieu de la détermination du nombre de fibres. L’analyse

phénotypique met aussi en évidence un switch du type de fibres dans les souris TgGasp-2.

Les protéines GASP font partie d’un réseau génique incluant la myostatine mais
¢galement un ensemble de protéines participant aux voies de signalisation des TGFp. Si la
protéine GASP-1, de par son action antagoniste sur la myostatine, présente un intérét, il convient
d’étudier plus en détail ’action de sa surexpression sur ’interactome dans lequel elle participe.
Pour cela, le laboratoire a réalisé une étude transcriptomique sur des cellules musculaires
primaires sur-exprimant ou non GASP-1 et une étude protéomique a partir du quadriceps de
souris sur-exprimant ou non GASP-1. Mon travail a alors consisté a analyser les données
d’expressions obtenues a 1’issue de ces analyses pour identifier les cascades myoblastiques
régulées par GASP-1 lors de la différenciation myoblastique. Dans un premier temps, j’ai
recherché I’ensemble des genes présentant une modification de leur expression dans les cellules
sur-exprimant Gasp-1 : plus de 3000 génes ont été sélectionnés. Par la suite, j’ai identifié les
processus biologiques sur-représentés. Il s’agit des processus musculaires, angiogéniques, de
régénération, d'adhésion, du cytosquelette et du cycle cellulaire. En effet, une grande partie des
genes impliqués dans ces processus appartenaient également a la liste des 3000 geénes sous- ou
sur-exprimés. 600 genes impliqués dans ces processus biologiques ont ainsi €té sélectionnés.
Une ¢étude bibliographique m’a permis de sélectionner 11 génes pour de futures analyses, tels
que Cd36, Mfap5, Myh4, Myh7, Myh2, Myhl, Fabp4, Fabp3, Serpinel, Emcn et Mmp2. Cette

analyse devrait fournir une meilleure compréhension du role de GASP-1 dans la myogenese.

L’ensemble de ces résultats sera présenté dans la deuxiéme partie de mon manuscrit sous
forme de deux parties commentées apres [’exposé bibliographique. Enfin, la derniere partie de
mon manuscrit de these sera consacrée a une discussion sur l'implication de GASP-1, GASP-2

et de la myostatine dans les contextes musculaires.



Exposé bibliographique



La famille des proté¢ines WFIKKN/GASP est composée de deux protéines sécrétées a
multidomaines : WFIKKN1/GASP-2 et WFIKKN2/GASP-1. Les protéines WFIKKN/GASP
exercent des fonctions dans les tissus musculaires et squelettiques via l'inhibition de certains
membres de la super-famille des Transforming Growth Factor Beta (TGFB) comme la
myostatine (MSTN/GDF8) et GDF11/BMP11. Cependant, bien que leurs domaines d’expression

soient plus larges, les roles des protéines WFIKKN/GASP dans les autres tissus sont peu étudiés.

1. Les protéines WFIKKN/GASP : une double découverte

1.1. La découverte des protéines WFIKKN par leur domaine NTR

Le domaine NTR (voir le chapitre 2.2.5 Le domaine NTR) des protéines TIMP et PCOLCE
ayant ét¢ montré comme impliqué dans I'inhibition des métalloprotéases ou pouvant 1'étre dans le
cas des nétrines (Banyai et Patthy, 1999 ; Mott et al., 2000 ; Galko et Tessier-Lavigne, 2000),
I’équipe de Patthy a cherché en 2001 a identifier de nouvelles protéines contenant un domaine
NTR et étant associées a l'inhibition des métalloprotéases (Trexler et al., 2001). Ainsi, ils ont
identifié¢ un gene humain, localisé sur le chromosome 16, composé de deux exons et un intron et
qui code WFIKKN, une protéine sécrétée comprenant plusieurs domaines: WAP,
Follistatine/Kazal, IgC2, deux Kunitz en tandem, NTR (figure 1). Le premier exon (environ 570
pb) code un peptide signal pour la sécrétion et le domaine WAP (Whey Acidic Protein), alors
que l'exon le plus large code le domaine Follistatine/Kazal, le domaine IgC2 (Immunoglobulin

C2 type), deux domaines Kunitz en tandem et un domaine NTR.

=D « | I

Figure 1 : Architecture modulaire des protéines WFIKKN

La protéine WFIKKN est constituée en plus du domaine NTR, d’'un domaine WAP, d’un domaine
Follistatine/Kazal, d’'un domaine immunoglobuline et de deux domaines Kunitz en tandem. Le rectangle noir
correspond au peptide signal, le rectangle orange correspond au domaine WAP, le rectangle vert correspond
au domaine Follistatine/Kazal, le rectangle jaune correspond au domaine immunoglobuline, les rectangles

bleus correspondent aux deux domaines Kunitz et le rectangle rouge correspond au domaine NTR.

(D'apres Trexler et al., 2001).



Certains de ces domaines (WAP, Kunitz et Kazal) sont fréquemment impliqués dans I'inhibition
de diverses protéases alors que le domaine NTR est impliqué dans lI'inhibition des
métalloprotéases. Ceci suggere que WFIKKN peut étre une protéine a multi-domaines inhibitrice
de protéases et de métalloprotéases. Ainsi, il a ét¢ montré que le second domaine Kunitz de
WFIKKN est capable d'inhiber la trypsine (Nagy ef al., 2003).

En 2002, la méme équipe a identifi¢ un gene homologue a WFIKKN, localisé sur le
chromosome 17, composé également de deux exons et d'un intron et appelé WFIKKNRP

(Trexler et al., 2002).

1.2. La découverte des protéines GASP par leur interaction avec la myostatine

La myostatine, un membre de la super-famille des TGF est un puissant régulateur négatif de la
croissance des muscles squelettiques (McPherron et al., 1997). Dans le sérum, la myostatine
circule en partie sous la forme d'un complexe latent contenant le propeptide de la
myostatine, FSTL3/FLRG, et/ou la follistatine notamment (Hill e al., 2002 ; Cash et
al.,2012 ; Cash et al., 2009). De par les potentiels enjeux thérapeutiques que représente la
myostatine, celle-ci fait 1’objet d’études intensives. Les modes de régulation de la voie de
signalisation de la myostatine sont loin d’étre totalement élucidés. En 2003, pour approfondir les
connaissances sur ces mécanismes moléculaires, Hill et al. ont recherché des partenaires de
liaison a la myostatine dans le sérum chez I'homme et la souris. Dans cette optique, la myostatine
a ¢été isolée a partir d'échantillons de sérum de ces deux especes. Une analyse par spectrométrie
de masse des protéines qui co-immunoprécipitent avec la myostatine leur a permis d’identifier
une protéine, appelée Growth and differentiation factor-Associated Serum Protein-1 (GASP-1)
(Hill et al., 2003). Dans la méme ¢étude, une protéine ayant 55% d'identit¢ de s€quence protéique
avec GASP-1 a également été mise en évidence et dénommée GASP-2. Si GASP-1 et GASP-2
peuvent inhiber la myostatine, elles sont par contre incapables d'inhiber l'activine (Hill et
al.,2003 ; Kondas et al., 2008). Cela les différencie d’un autre inhibiteur de la myostatine, la
follistatine qui comme les protéines GASP possede un domaine Follistatine/Kazal mais est
capable d’inhiber la myostatine et [’activine (voir le chapitre 2.2.2 Le domaine
Follistatine/Kazal).

Finalement, il a ét¢ montré que GASP-1 et GASP-2 sont des homologues murins des deux
protéines humaines WFIKKNRP et WFIKKN renommeées par la suite WFIKKN-2 et WFIKKN-
1 (Liepinsh et al., 2006). Dans cette étude, seul GASP-1 et son homologue WFIKKN-2 ont été

retrouvées comme pouvant se lier a la myostatine, contrairement a8 GASP-2 et son homologue



WFIKKN-1. WFIKKN-1/GASP-2 et WFIKKN-2/GASP-1 partagent 55% d'identité de séquence

entre elles tandis que les différents orthologues sont tres similaires.

2. Caractéristiques des génes Gasp et des protéines GASP chez la souris

2.1.  Structure des génes Gasp murins

Le géne murin codant GASP-1 est localisé sur le chromosome 11 et comporte deux exons (353
pb et 3163 pb) et un intron (3236 pb). Le transcrit de 3516 pb est constitué d'une séquence
codante de 1716 bases qui code une protéine de 571 acides aminés et d'une masse moléculaire
prédite de 63 kDa (figure 2A).

Le géne murin codant GASP-2 est situ¢ sur le chromosome 17 et comporte deux exons (442 pb
et 1539 pb) et un intron (695 pb). Le transcrit de 1981 pb est constitué d'une séquence codante
de 1659 bases qui code une protéine de 552 acides aminés et d'une masse moléculaire prédite de

60 kDa (figure 2B).

2.2.  Les différents domaines des protéines GASP
La structure méme des protéines GASP, avec 5 domaines protéiques différents, en fait des
protéines particulieres et uniques avec certains de ces domaines pouvant €tre impliqués dans

I’inhibition de diverses protéases et métalloprotéases.

2.2.1. Le domaine WAP
Le terme FDC (four-disulfide core) a été utilisé a l'origine pour décrire un domaine structural
partagé entre un groupe de petites protéines riches en ponts disulfures (Drenth et
al., 1980 ; Bingle, 2011). Ce domaine contient environ 40 a 50 acides aminés incluant huit
résidus cystéines conservés qui génerent quatre ponts disulfures. Les membres de la famille de
protéines contenant le domaine WAP/FDC sont également appelés les protéines WFDC
(whey/four-disulfide core) (Ranganathan et al., 1999) car la protéine WAP (whey acidic protein),
protéine majeure du petit-lait du lait de souris, contient également ce domaine (Hennighausen et
Sippel, 1982). Chez I'homme, la majorité des protéines contenant le domaine WAP est codée par
des genes présents sur le locus WFDC localisé sur le chromosome 20 (Clauss et al., 2002). En
dehors de ce locus, se trouvent quatre génes additionnels codant des protéines avec un domaine
WAP : Gasp-1, Gasp-2, Kall et Wfdcl (Trexler et al., 2001 ; Trexler et al., 2002 ; del Castillo et
al., 1992 ; Larsen et al., 1998). Certaines protéines possédant un domaine WAP/WFDC sont



connues comme étant des inhibitrices de protéases (tableau I). En effet, il existe plusieurs types

d'inhibiteurs de sérines protéases qui varient en spécificité et en capacité inhibitrice.

A
Géne Gasp-1
chromosome 11
353pb 3236 pb 3163 pb
Transcrit Gasp-1
ORF=1716 b
AUG UGA
195 1521
1 34 87 100 172 205 298 323 431 440 561 571
Protéine GASP-1 I i
571 aa
T175/T179/5180/T186 N314 N514
T187/T191/T192/T197  Site de N-glycosylation Site de N-glycosylation
Site d'O-glycosylation
potentiels
B
Géne Gasp-2
chromosome 17
442 pb 695pb 1539 pb
Transcrit Gasp-2
ORF=1659 b
AUG UGA
60 1479

1 29 82 112 163 150 283 289 413 544 552
Protéine GASP-2 =g 1
552 aa

$170/S171/T177 T206 N497
T178/T182 Site de N-glycosylation
Site d'O-glycosylation
potentiels

Figure 2 : Structure des genes Gasp et protéines GASP chez la souris

(A) Le gene Gasp-1 a deux exons aboutissant a un transcrit de 1716 bases qui code une protéine de 63,3 kDa
correspondant a une chaine de 571 acides aminés. La protéine GASP-1 a une séquence de sécrétion (ss) de
29 acides aminés et contient un domaine WAP, un domaine Follistatine (F) incluant un motif Kazal (K), deux
domaines Kunitz et un domaine NTR. (B) Le géne Gasp-2 a deux exons aboutissant a un transcrit de 1659
bases et code une protéine de 59,8 kDa soit une chaine de 552 acides aminés. La protéine GASP-2 a une
sequence de sécrétion (ss) de 25 acides aminés et présente la méme architecture en domaine que GASP-1.
Sur ce schéma, les sites de N-glycosylation et d’O-glycosylation des protéines GASP sont également
représentés. Les sites de N-glycosylation ont été identifiés expérimentalement chez la souris alors que les
sites d’O-glycosylation n’ont été identifiés que par analyse in silico. Ces sites sont cependant conservés chez
les vertébrés.

Le rectangle marron correspond a ['exon 1 des genes et transcrits Gasp, le rectangle gris correspond a
l’exon 2 des genes et transcrits Gasp, le rectangle noir correspond a la séquence de sécrétion, le rectangle
orange correspond au domaine WAP, le rectangle vert correspond au domaine Follistatine/Kazal, le
rectangle jaune correspond au domaine immunoglobuline, les rectangles bleus correspondent aux deux
domaines Kunitz et le rectangle rouge correspond au domaine NTR.

(D aprés Brun et al., 2012, Perié et al., 2016).



Les serpines, les inhibiteurs de type a-l-protéase et l'antithrombine III, sont des inhibiteurs
efficaces, qui suivant une attaque protéolytique, se lient covalemment a la serine protéase cible et
défont la structure protéique au niveau du site catalytique (Huntington et al., 2000). D'autres
inhibiteurs, comme les inhibiteurs de type Kunitz et Kazal, se lient au niveau du site catalytique
de I'enzyme cible, empéchant I'acces au substrat (Rithlmann ez al., 1973 ; Bolognesi et al., 1982).
Le méme mécanisme est exercé par les inhibiteurs de type WFDC qui sont composés
uniquement du domaine WAP/WFDC. En effet, dans ce cas, les résidus du domaine forment une
structure relativement plate, avec la chaine peptidique repliée en deux brins B centraux entourés
par deux brins peptidiques qui se rejoignent a une extrémité de la molécule, formant une
structure en boucle qui se lie au site actif des sérines protéases pour les inhiber (Clauss et al.,
2005 ; Griitter et al., 1988 ; Tsunemi ef al., 1996). Les protéines WAP/WFDC humaines les plus
¢tudiées sont la SLPI (secretory leucocyte protease inhibitor) et 1'élafine qui sont des inhibiteurs
puissants de I'¢lastase des leucocytes (Wiedow ef al., 1990 ; Thompson et Ohlsson, 1986 ; Scott
et al., 2011). D'autres protéines possédant le domaine WAP comme I'eppine ou HE4/WFDC2
peuvent fonctionner comme des inhibiteurs de protéases (Richardson et al., 2001 ; Hua et al.,
2014).
2.2.2. Le domaine Follistatine/Kazal

La follistatine joue un rdle important de médiateur du développement cellulaire et de la
différenciation dans un certain nombre de tissus et d'organes (Welt et al., 2002 ; Michel et
al., 1993 ; DePaolo, 1997). Apres le peptide signal et les 63 résidus de la partie N-terminale de la
follistatine, la majorité de la follistatine (résidus 64 a 288) est composée de trois domaines
successifs de 73 a 75 résidus de long. Chacun de ces trois domaines, appel¢ domaine
Follistatine/Kazal est constitué de répétitions de dix cystéines et partage 50% d'identit¢ de
séquence avec les deux autres (Keutmann et al., 2004 ; figure 3). Le sous-domaine N-terminal
de la follistatine a des similarités avec les modules de type EGF, alors que la région C-terminale
ressemble au domaine Kazal qui est retrouvé dans de multiples inhibiteurs de sérines protéases
(Krowarsch et al., 2003 ; tableau I). En effet, les protéines KSPI (Kazal-type serine protease
inhibitor) constituent une large famille d'inhibiteurs de protéases et possedent un ou plusieurs
domaines Kazal (Laskowski et Kato, 1980). Le domaine Follistatine/Kazal est principalement
responsable de la fixation des protéines GASP avec le dimere mature de la myostatine (Kondas
et al., 2008). La follistatine ainsi que les protéines GASP font partie des protéines a domaine
Follistatine. Parmi les protéines a domaine Follistatine, les protéines GASP sont a part car elles

inhibent spécifiquement la myosatine et son homologue GDF11 (figure 4).
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Figure 3 : Architecture de deux isoformes de la follistatine

SP : peptide signal ; NTD : domaine N-terminal ; FSD : domaine Follistatine ; AT : queue acidique.
(D'apres http://atlasgeneticsoncology.org//Genes/FSTID44477ch5q11.html).

Follistatine Se lient et inhibent I'activine et les TGFB

FLRG

GASP Inhibent spécifiquement la myostatine et GDF11
Agrine N’inhibent pas 'activine et les TGFB

Hevine

Figure 4 : Les protéines a domaine follistatine

Les protéines a domaine Follistatine peuvent étre séparées en deux grandes catégories : (i) la catégorie des
protéines a domaine Follistatine (Follistaune et FLRG) qui se lient et inhibent l'activine et les TGFJ et (ii)
la catégorie des protéines a domaine Follistatine (Agrine, Hevine, etc...) qui n'inhibent pas l'activine et les
TGFp (Banyai et al., 2010 ; Brekken et al., 2004). Les protéines GASP sont a part car elles inhibent de
maniere spécifique la myostatine et GDF11 (Lee et Lee., 2013). Il est intéressant de noter que les protéines
GASP et l'agrine peuvent se lier aux protéines BMP2, BMP4 et TGFpI.

(D apres Banyai et al., 2010 ; Szlama et al., 2010).

2.2.3. Le domaine IgC2
Le domaine IgC2 des protéines GASP pourrait avoir une fonction structurale dans la

conformation des protéines GASP (Monestier ef al., 2012b ; tableau 1).
2.2.4. Les deux domaines Kunitz

Plusieurs protéines inhibitrices de protéases de type Kunitz ont ét¢ identifiées chez les vertébrés

(Shigetomi et al., 2010 ; tableau 1). Le domaine Kunitz typique, retrouvé dans chacune des
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protéines de type Kunitz, est composé de 60 acides aminés et est stabilis¢é par trois ponts
disulfures. La protéine BPTI (Bovine pancreatic trypsin inhibitor) est un membre classique de
cette famille de protéines et a été la premiere inhibitrice de protéases décrite en 1936 par Kunitz
et Northrop. Les inhibiteurs de type Kunitz peuvent contenir un seul domaine Kunitz ou alors le
domaine peut étre répét¢ deux fois, trois fois ou plus. Le second domaine Kunitz de GASP-2

peut inhiber la trypsine quand il est isolé (Nagy et al., 2003).

2.2.5. Le domaine NTR
Le module nétrine (NTR) est un module d'environ 130 résidus trouvé dans la partie C-terminale
des nétrines. Les nétrines sont des protéines modulaires apparentées aux laminines. Ces protéines
sont composées d'un domaine homologue avec le domaine N-terminal VI de la laminine B et de
trois répétitions de type EGF apparentées aux domaines V de la laminine B (Ishii et al., 1992).
Le domaine C-terminal des nétrines contient un domaine, appelé domaine NTR. Plusieurs études
ont montré que le domaine NTR est également retrouvé dans la partie C-terminale des protéines
du complément C3, C4 et C5, des protéines SFRP et des protéines PCOLCE ainsi que dans la
partie N-terminale des protéines TIMP (Leyns ef al., 1997 ; Banyai et Patthy, 1999 ; figure 5).

Nétrines PCOLCE
TIMP SFRP

Protéines du complément C3, C4, C5

| [] L]

Figure S : Architecture modulaire des protéines portant le domaine NTR

Les protéines nétrines, PCOLCE, TIMP, SFRP, ainsi que les protéines du complément C3, C4, C5
contiennent le domaine NTR. Le rectangle jaune correspond au domaine riche en cystéine apparenté au
domaine de liaison aux Wnt des récepteurs frizzled, le rectangle vert correspond au domaine homologue
avec le domaine VI N-terminal de la laminine B, le rectangle rose correspond a la répétition de type EGF
apparentée aux domaines V de la laminine B, le rectangle rouge correspond au domaine NTR, le rectangle
orange correspond au domaine apparenté aux fibulines, le rectangle bleu correspond au domaine CUB et
le rectangle noir correspond au peptide signal.

(D'apres Banyai et Patthy, 1999).
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Ces diverses protéines remplissent des rdles biologiques variés comme le guidage axonal, la
régulation de la cascade de signalisation Wnt qui est notamment impliquée dans la maintenance
de 1’état indifférencié des cellules souches (Blanpain, 2007) ou le contrdle de l'activité des
métalloprotéases qui sont notamment impliquées dans la biosynthese des TGFP (tableau 1). Le
module NTR est un domaine basique contenant six cystéines conservées, qui sont susceptibles de
former des ponts disulfures internes et contenant également plusieurs blocs conservés de résidus
hydrophobes (incluant un motif YLLLG-like). Le module NTR a une structure en forme de

tonneau [ avec deux hélices a terminales regroupées cote a cote contre la face du tonneau 3

(figure 6).

Figure 6 : Structure du module NTR de PCOLCE1

PCOLCE1

La structure du module NTR est une représentation en ruban.. Les ponts disulfures sont représentés

sous la forme de lignes jaunes avec des sphéres pour les atomes de soufre (cercles rouges). Les brins f et
les hélices a sont numérotés respectivement en blanc et jaune.

(D'apres Liepinsh et al., 2003).

Pour la protéine GASP-2, le domaine NTR est impliqué dans I’interaction avec le propeptide de
la myostatine (Kondas et al., 2008), le propeptide €tant produit avec la myostatine active avant
d’étre clivé (voir le chapitre 2.6.2.1.2 Biosyntheése de la myostatine) par la métalloprotéase BMP-
1/tolloid (Wolfman et al., 2003). Il existe peut-€tre un lien entre le fait que le domaine NTR,
connu comme un inhibiteur de métalloprotéases, permette la liaison de GASP-2 avec le

propeptide de la myostatine et le fait que la métalloprotéase BMP-1/tolloid clive ce méme
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propeptide. I est possible que le domaine NTR en plus de se fixer au propeptide de la
myostatine, inhibe I’activit¢ de la métalloprotéase BMP-1/tolloid afin d’empécher le relargage
du dimere de myostatine mature. D’ailleurs, il a été montré que le domaine NTR de la protéine
PCOLCEI] joue un rdle dans la super stimulation de BMP-1/tolloid en permettant I’interaction de
PCOLCEI1 avec cette métalloprotéase (Bekhouche ef al., 2010). Dans cette idée, le domaine
NTR de GASP-2 se lierait a BMP-1/tolloid mais inhiberait son activité.

Taille Caractéristiques Fonction associée a ce domaine
Domaine WAP 40a50aa |8  résidus  cystéine | Inhibition de protéases
formant 4 ponts
disulfures
Domaine 73 a75aa |Répétition de 10 | Inhibition de sérines protéases
Follistatine/Kazal cystéines Responsable de la liaison avec la myostatine
Domaine IgC2 Fonction structurale dans la conformation des protéines GASP
2 domaines Kunitz |60 aa Stabilisés par 3 ponts | Inhibition de protéases
disulfures Le 2¢me domaine Kunitz de GASP-2 peut inhiber la trypsine
Domaine NTR 130 aa Inhibition des métalloprotéases
Pour GASP-2, le domaine NTR est impliqué dans I’interaction
avec le propeptide de la myostatine

Tableau 1 : Les différents domaines des protéines GASP

Les différents domaines des protéines GASP sont souvent retrouvés associés a des inhibiteurs de protéases.

2.3. Modifications post-traductionelles des protéines GASP

Les protéines GASP sont des glycoprotéines, elles subissent de ce fait des modifications
post-traductionnelles de type glycolytique. Il y a deux types de glycosylation, la N-glycosylation
ou des glycanes (polymeres composés de monosaccharides reliés entre eux par une liaison
glycosidique) sont ajoutés a une asparagine sur une séquence consensus AsnXSer/Thr et
'0-glycosylation ou les glycanes sont ajoutés a des résidus Ser/Thr (Zhang et Wang, 2016).
Ainsi, nous avons montré au laboratoire, chez la souris, que GASP-1 est N-glycosylée aux
résidus N314 et N514 et potentiellement O-glycosylée aux résidus T175, T179, S180, T186,
T191, T192, S194 et T197 (figure 2). La perte de la N-glycosylation diminue la sécrétion de la
protéine GASP-1, mais la capacité de GASP-1 a inhiber la myostatine n'est pas altérée (Brun et
al., 2012). GASP-2 est quant a elle N-glycosylée sur le résidu N497 et potentiellement
O-glycosylée aux résidus S170, S171, T177, T178, T182 et T206. La perte de la glycosylation de
GASP-2 n'altére pas l'inhibition de la myostatine (Peri€ et al., 2016).
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2.4. Le profil d'expression des transcrits Gasp et protéines GASP
Les protéines GASP sont des protéines principalement sécrétées dans la circulation sanguine. De
plus, ces protéines sont sécrétées a partir de nombreux sites de production et pourraient agir sur

des tissus ou elles ne sont pas exprimeées transcriptionellement (figure 7).
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Figure 7 : Profils d'expression des transcrits Gasp et protéines GASP




Les génes Gasp et protéines GASP sont exprimés de maniere large dans divers organes et leurs profils
d’expression varient fortement entre les genes Gasp-1 et Gasp-2 au sein d’'une méme espéce et entre les
différents orthologues de Gasp-1 (Gasp-1/Wfikkn-2) et Gasp-2 (Gasp-2/Wfikkn-1/0c29). Ainsi, par
exemple, chez I’homme adulte, Gasp-2 est exprimé dans le foie alors que Gasp-1 ne [’est pas (Trexler et
al., 2002). Chez I’homme adulte, les génes Gasp sont fortement exprimés dans le pancréas (Trexler et
al., 2002), ce qui n’est pas le cas chez la souris adulte (Lee et Lee, 2013). Cependant, chez la souris, et
malgré ['absence d’expression pancréatique, une quantité élevée de protéine GASP-1 a été observée au
niveau du pancréas par western blot (Monestier et al., 2012a). Chez l'homme adulte, Gasp-1 est
faiblement exprimé dans les muscles squelettiques (Trexler et al., 2002) alors que chez la souris adulte,
Gasp-1 est fortement exprimé dans ce méme tissu (Hill et al., 2003 ; Lee et Lee, 2013). Chez [’homme
adulte, Gasp-2 est fortement exprimé dans le pancréas et en ordre décroissant dans le thymus, le foie,
les reins, les testicules et les poumons (Trexler et al., 2002) alors que chez la souris adulte, Gasp-2 ne
semble s'exprimer que dans les testicules (Lee et Lee, 2013). Chez I’homme, les deux protéines GASP
ont été identifiées dans l'humeur aqueuse tandis que GASP-1 a été retrouvée dans les cellules du corps
ciliaire des yeux (Chowdhury et al., 2010 ; Janssen et al., 2012). Chez le feetus humain, les génes Gasp
sont fortement exprimés dans les muscles squelettiques ou les protéines GASP peuvent réguler
positivement la croissance musculaire en inhibant la myostatine (Trexler et al., 2002). Les données
manquent en ce qui concerne l’expression des genes Gasp dans les muscles squelettiques chez le foetus
murin. En effet, seules des expériences d’hybridation in situ ont été réalisées sur des embryons murins
(Lee et Lee, 2013 ; Lee et Lee, 2015). Enfin, chez le feetus de rat, OC29, homologue de Gasp-2, est
exprimé dans l'oreille interne en développement (Nishida et al., 2004).

Le niveau d’expression des génes Gasp et protéines GASP est représenté par un cone dont le coté large
correspond a un niveau d’expression éleve, tandis que le coté le plus fin correspond a un niveau
d’expression faible. Pour simplifier la lecture du schéma, seuls les organes possédant une expression de
Gasp-1 et Gasp-2 avérée ont été reportés. Les organes non cités peuvent correspondre a des organes qui
n’expriment ni Gasp-1 ni Gasp-2 ou des organes ou leur expression n’a pas été mesurée.

(D'aprés Trexler et al., 2002 ; Hill et al., 2003 ; Lee et Lee, 2013 ; Monestier et al., 2012a ;
Lee et Lee, 2015 ; Nishida et al., 2004 ; Chowdhury et al., 2010 ; Janssen et al., 2012).

2.5. Evolution des protéines GASP

Chez la plupart des deutérostomiens, les protéines GASP partagent la méme organisation
modulaire incluant les domaines WAP, Follistatine/Kazal, 1gC2, Kunitz en tandem et NTR.
Au contraire, 1'anémone Nematostella vectensis appartenant aux radiés ne posséde pas les
genes codant les protéines GASP. Cependant, Nematostella vectensis possede deux génes qui
codent la majorit¢ des domaines retrouvés chez les protéines GASP des vertébrés. Une étude
suggere que les génes Gasp résultent d'une recombinaison entre les équivalents de ces deux

séquences (Monestier et al., 2012b ; figure 8).
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Figure 8 : Evolution des protéines GASP

A partir d'un géne codant une protéine proche de la protéine de 292 acides aminés de Nematostella
vectensis, un geéne codant une protéine intermédiaire s'est formé probablement par une duplication du
domaine Kunitz. Les génes Gasp se sont formés par brassage d'exons a partir de ce géne intermédiaire
et d'un geéne codant une protéine proche de la protéine de 4887 acides aminés de Nematostella vectensis.
Les domaines WAP, Ig et Kunitz de GASP viennent du gene codant la protéine intermédiaire. Les
domaines Follistatine/Kazal de GASP viennent du géne codant la protéine proche de la protéine de 4887
acides aminés de Nematostella vectensis. La structure finale de GASP a été finalement complétée par
l'ajout du domaine NTR en 3' et par l'ajout du peptide signal en 5'. Le rectangle vert correspond au
domaine Follistatine/Kazal, le rectangle orange correspond au domaine WAP, le rectangle bleu
correspond au domaine Kunitz, le rectangle violet correspond au domaine Kazal seul, le rectangle rouge
correspond au domaine NTR, le rectangle jaune correspond au domaine Immunoglobuline et le
rectangle noir correspond au peptide signal.

(D'aprés Monestier et al., 2012b).

La méme étude s'est intéressée a la conservation des séquences pour chaque module de
GASP-1 et GASP-2. Comme GASP-1 est mieux conservée que GASP-2, sauf pour le
domaine Ig, il est possible que cela se traduise par une meilleure relation entre GASP-1 et les
protéines myostatine et GDFI1. Cette différence entre GASP-1 et GASP-2 doit

nécessairement se retrouver dans les fonctions contrdlées par ces protéines.
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2.6. Etude des fonctions des protéines GASP par des approches in vitro

2.6.1. Role putatif des protéines GASP dans l'inhibition des sérines protéases

Les protéases sont des enzymes qui brisent les liaisons peptidiques des protéines. Les
protéases et leurs inhibiteurs forment un équilibre dans 1’organisme permettant de réguler de
nombreux mécanismes tels que la digestion, I’homéostasie, la réponse inflammatoire, la

reproduction ou encore la coagulation. Les protéases sont réparties en deux grands groupes :

- les exopeptidases qui hydrolysent la liaison peptidique aux extrémités de la chaine
polypeptidique et qui sont elles-mémes subdivisées en aminopeptidases qui coupent entre le
premier acide aminé et le second acide aminé et en carboxypeptidases qui coupent entre

I’avant dernier et le dernier acide aminé.
- les endopeptidases ou protéinases qui clivent les liaisons peptidiques internes.

La plupart des peptidases clivent préférentiellement la chaine peptidique a des positions
précises, en fonction de la nature des chaines latérales des acides aminés qui entourent le site
de coupure. Dans certains cas, cette spécificité est faible, mais dans d'autres, elle peut étre tres
sélective. La coupure peut aussi €tre influencée par la structure de la protéine substrat. Ainsi
la chymotrypsine, enzyme digestive, coupe préférentiellement apreés les acides aminés

aromatiques ou aliphatiques.

Plusieurs mécanismes d'action ont été décrits pour les protéases, ce qui permet de les
regrouper en grandes familles mécanistiques, en fonction de la nature des acides aminés du
site actif impliqués dans la catalyse. Ces protéases se distinguent ainsi :

- les sérines protéases possédant une triade catalytique caractéristique comprenant
une sérine, une histidine et un aspartate. Le groupement hydroxyle de la sérine joue le role de
nucléophile et attaque le carbonyle de la liaison peptidique. La trypsine du pancréas qui est
spécifique des liaisons peptidiques dans lesquelles 1’acide aminé engagé par son carboxyle est
une lysine ou une arginine fait partie des sérines protéases, par exemple.

- les cystéines protéases contenant une cystéine dans leur site actif. Dans ces
protéases, le role du nucléophile est joué par le soufre de la cystéine, sous forme de thiolate
déprotoné. Les cystéines protéases comprennent, par exemple, les caspases, protéases qui

interviennent dans le processus d'apoptose ou mort cellulaire programmée.

- les protéases acides agissant a pH acide et possedent un acide aspartique dans leur
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site actif. Les protéases acides comprennent, par exemple, la pepsine qui est spécifique des

liaisons peptidiques dans lesquelles est engagé un acide aminé aromatique.

- les métalloprotéases présentant un cation métallique, en général un atome de zinc,
fixé fortement a la protéine par les chaines latérales de plusieurs acides aminés. Le cation
métallique intervient directement pour activer une molécule d'eau qui clive la chaine
peptidique. Les métalloprotéases comprennent, par exemple, les protéases de la matrice

extracellulaire.

- les thréonines protéases dont le résidu d'acide aminé nucléophile de la triade
catalytique est une thréonine. Les thréonines protéases comprennent, par exemple, les sous-

unités catalytiques du protéasome.

Il existe des molécules capables de bloquer 1'activité des protéases appellées des inhibiteurs de
protéase. Les modes de blocage sont variés, ils peuvent aller d'un blocage par une autre
protéine qui séquestre la protéase, a l'inactivation irréversible de résidus du site actif par un
compos¢ chimique (inhibiteur suicide), en passant par des analogues de peptides qui miment
le substrat naturel.

Bien que présentes dans la base de données MEROPS (une base de données sur les
peptidases, leurs substrats et leurs inhibiteurs, Rawlings et al., 2012), les protéines GASP sont
classées dans la catégorie des inhibiteurs de protéase putatifs. En effet, méme si une activité
anti-trypsique a été démontrée pour le second domaine Kunitz de la protéine GASP-2
humaine (Nagy et al., 2003), aucune activité inhibitrice de protéases n’avait ¢t¢ montrée pour
les protéines entieres. Cependant, au sein du laboratoire, Alexis Parenté a montré au cours de
son travail de master Recherche que les protéines GASP entieres sont capables d’inhiber la

trypsine, une sérine protéase (résultats non publiés).

Les protéines GASP pourraient jouer un réle dans la maturation de la myostatine grace a leurs
domaines inhibiteurs de protéases (WAP, Follistatine/Kazal, Kunitz, NTR). En effet, les
domaines inhibiteurs de sérine protéases pourraient inhiber les protéases « furine-like »
impliquées dans le clivage de la promyostatine, ce qui conduirait a une myostatine non clivée
inactive. De plus, le domaine NTR des protéines GASP pourrait aussi inhiber directement les
métalloprotéases BMP-1/tolloid impliquées dans la maturation de la myostatine par le clivage

du propeptide (voir le chapitre 2.6.2.1.2. Biosyntheése de la myostatine).

Enfin, étant donné que Gasp-1 et Gasp-2 sont exprimés dans de nombreux tissus ou la

myostatine n’est pas présente a priori durant le développement embryonnaire et au stade
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adulte, les protéines GASP pourraient participer a 1’équilibre protéases/antiprotéases dans ces

tissus et controler leur fonction au sein de I’organisme mais cela reste a démontrer.

A ce jour, la majorité des études portant sur ces deux protéines concernent leur role au cours
du développement musculaire et squelettique par inhibition de la myostatine ou de GDF11, et

non sur leur role potentiel d’inhibiteur de protéases.

2.6.2. Role des protéines GASP dans l'inhibition de la myostatine et GDF11
2.6.2.1. Généralités sur la myostatine
2.6.2.1.1. Fonctions et expressions de la myostatine

La myostatine (MSTN), aussi appelée GDF8 (Growth differentiation factor 8) est un membre
de la superfamille des TGFB (McPherron et al., 1997 ; Walker et al., 2016). Cette super-
famille comprend plus de 30 ligands, structurellement apparentés, mais fonctionnellement
différents. Cette famille peut étre divis€e en trois classes, la classe des TGFp, la classe des
BMP et la classe des activine/myostatine. La myostatine appartient a la sous-classe
activine/myostatine. Comme les autres TGFf, la myostatine est synthétisée comme une
molécule précurseur ou un prodomaine N-terminal est séparé du domaine mature C-terminal
par une protéase de la famille des furines. Les ligands matures liés par des ponts disulfures
initient la transduction du signal en engageant deux récepteurs de type I et deux récepteurs de
type Il (Yadin et al., 2016).

La myostatine est produite principalement dans les muscles squelettiques et plus faiblement
dans le tissu adipeux, le coeur et les glandes mammaires (McPherron ef al., 1997 ; Sharma et
al., 1999 ; Manickam et al., 2008). La myostatine joue un role majeur dans 1’inhibition de la
croissance musculaire, limitant la taille et le nombre des fibres musculaires. En effet,
I’extinction du gene MSTN ou l’inhibition de la myostatine déclenchent des phénotypes
d’hyper-musculature chez les mammiféres et également les poissons (Mosher et al., 2007 ;
Medeiros et al., 2009 ; McPherron et al., 1997 ; Lin et al., 2002 ; Zimmers et al., 2002 ;
Kambadur et al., 1997 ; Williams, 2004 ; Clop et al., 2006 ; Bouyer et al., 2014). Ainsi, les
souris knock-out pour la myostatine sont caractérisées au niveau musculaire par une
hypertrophie et une hyperplasie des fibres musculaires (McPherron et al., 1997). Des défauts
d’expression de la myostatine sont également associés a un phénotype osseux (Elkasrawy et
Hamrick, 2010 ; figure 9). De plus, il a été montré que la myostatine régule la réparation des
fractures en inhibant le recrutement et la prolifération des cellules progénitrices (Kellum et

al., 2009). La myostatine est aussi impliquée dans 1’adipogenése, le métabolisme du glucose
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postnatal (McPherron et Lee, 2002 ; voir le chapitre 3.2. Syndrome métabolique) et la
différenciation des glandes mammaires ou il est observé une corrélation inverse entre
I’expression de la myostatine et la différenciation mammaire (Manickam et al., 2008). La
myostatine joue également un rdle au niveau du coeur ou il a été observé que sa sur-
expression réduit la masse cardiaque et la prolifération des cardiomyocytes (Artaza et al.,

2007).

Suture sagittale

Os temporal - . Face et crane

Colonne vertébrale ;

" Mandibule

; Y Articulation temporo-mandibulaire

Humérus

Figure 9 : Changements osseux associés a la perte de la myostatine chez la souris

Les souris knock-out pour la myostatine sont associées a de nombreux changements squelettiques. Au
niveau de la colonne vertébrale, la taille du site d’attachement des muscles, le contenu minéral, la
densité osseuse et I’ épaisseur osseuse, augmentent. La masse et la densité osseuse augmentent au niveau
de l’os temporal, de la mandibule, des articulations temporo-mandibulaires et du fémur. La forme de la
suture sagittale se complexifie. Au niveau de la face et du crdane, la forme s’altéere avec la mise en
évidence d’une brachycéphalie plus accentuée. Pour [’humérus, le contenu minéral et [’épaisseur
osseuse aux sites d’attachement des muscles augmentent tandis que la densité osseuse ne change pas.
Pour des souris knock-out pour la myostatine soumises a un exercice, il est observé que la dureté
osseuse du radius augmente en comparaison a des souris sauvages soumises au méme exercice. Enfin,
dans le cas de fracture du péroné (Fibula), la taille de la zone de réparation des fractures augmente, ce
qui suggere que la myostatine jouerait un réle dans la réparation osseuse.

(D’apres Elkasrawy et Hamrick, 2010).
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2.6.2.1.2. Biosynthese de la myostatine

La myostatine est synthétisée sous la forme d’un précurseur inactif qui subit plusieurs étapes
de maturation pour devenir actif. Deux clivages protéolytiques permettent la libération de la
forme bioactive de la protéine (figure 10). Le premier clivage a lieu dans la lumicre du
réticulum endoplasmique et a pour fonction I’¢limination du peptide signal. Le second clivage
a lieu dans I’appareil de Golgi et permet la séparation du prodomaine (ou propeptide) et du
domaine C-terminal. Ce clivage est réalisé au niveau d’une séquence consensus Arg-Ser-Arg-
Arg (RSRR) par des protéases de la famille des subtilisines telle que la furine (Lee et
McPherron, 2001). Suite a ces clivages, le dimere C-terminal et le propeptide restent liés de
facon non covalente et forment un complexe latent qui est sécrété dans la circulation sanguine
et qui est incapable de se lier aux récepteurs de la myostatine et de GDF11 (Thies et al.,
2001). 11 a cependant ét¢é montré pour la myostatine que certaines furines agissaient
extracellulairement pour cliver le prodomaine du dimeére de myostatine mature (Anderson et
al.,2008). Une dégradation protéolytique du propeptide libere finalement le peptide bioactif.
Elle fait intervenir la métalloprotéase BMP-1/TLD (Wolfman ef al., 2003).

Il existe une forme intermédiaire entre le complexe latent et le dimeére C-terminal mature, le
complexe semi-latent ou une seule molécule de propeptide est li¢e au dimere C-terminal
mature. Contrairement au complexe latent, le complexe semi-latent est capable de se fixer a
ses récepteurs et de déclencher les cascades de signalisation, mais de mani¢re moins efficace
que le dimere C-terminal libre (Szlama et al., 2013 ; Walker et al., 2016).

Comme les autres TGFp, le prodomaine de la myostatine aide au repliement du ligand mature

dimérique respectif (Funkenstein et Rebhan, 2007 ; Gray et Mason, 1990) (figure 10)

2.6.2.1.3. GDFI11

La myostatine partage 90% d'identité de séquence proté¢ique dans son domaine mature avec
un autre membre des TGFB, GDF11 (McPherron et al., 1999) et leurs prodomaines ne sont
identiques qu'a 52%. GDF11 est exprimée dans de nombreux tissus (Nakashima et al., 1999)
et joue un large role durant le développement des mammiféres en régulant la formation du
squelette, des reins, de I'estomac, de la rate, du pancréas, de la rétine, de la face mais aussi
participe a la neurogenese (figure 11) (McPherron et al., 1999 ; Esquela et Lee, 2003 ;
Harmon et al., 2004 ; Liu, 2006 ; Kim et al., 2005 ; Lee et Lee, 2015).
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Figure 10 : Biosynthése et processus protéolytique de GDF11 et la myostatine

GDF11 et la myostatine sont synthétisées sous la forme d’un précurseur inactif comprenant une courte
sequence signal amino-terminale pour la sécrétion (SS), un prodomaine et un domaine mature
directement dans le réticulume endoplasmique.

11 existe une forme intermédiaire entre le complexe latent et le dimere C-terminal mature, le complexe
semi-latent ou une seule molécule de propeptide est liée au dimére C-terminal mature. Contrairement au
complexe latent, le complexe semi-latent est capable de se fixer a ses récepteurs et de déclencher les
cascades de signalisation, mais de maniére moins efficace que le dimére C-terminal libre (Szlama et al.,
2013).

(D’apres la revue Walker et al., 2016).
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Figure 11 : GDF11 exerce de nombreuses fonctions durant le développement

embryonnaire
Les souris knock-out pour GDFI11 présentent des défauts squelettiques tels que des cotes

supplémentaires(A). Elles possédent des reins sous-développés (B). Ces souris sont caractérisées par des
malformations de l'estomac, de la rate et du pancréas (C) et montrent des défauts dans la formation de la
chorde spinale tels que des déplacements dans les domaines d'expressions de différents genes impliqués
dans la neurogenése (D). Les souris knock-out pour GDFI11 présentent également des défauts dans la
formation de la rétine (E) et des malformations de la face (F).

(D ’aprés McPherron et al., 1999 ; Esquela et Lee, 2003 ; Harmon et al., 2004 ; Liu, 2006 ; Kim et al.,
2005 ; Lee et Lee, 2015).

La fonction de GDF11 dans les tissus adultes a été peu explorée a cause de la mortalité
périnatale des souris knock-out pour GDF11. Cependant, des travaux récents ont identifi¢
GDF11 comme une molécule candidate de régulation du vieillissement dans plusieurs organes
(figure 12) (Loffredo et al., 2013 ; Katsimpardi et al., 2014 ; Sinha et al., 2014). Les souris
doubles knock-out pour GDFI11 et la myostatine montrent plus de transformations
squelettiques que celles observées chez les souris simple knock-out pour GDF11 alors que la
délétion spécifique de GDF11 dans les muscles squelettiques n'affecte pas le phénotype
musculaire chez les souris sauvages ou knock-out pour la myostatine. Cela suggere que

GDF11 et la myostatine ont des fonctions redondantes dans la régulation de la formation du
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squelette, mais pas dans la régulation de la masse musculaire. Cependant, il n’est pas possible
d’exclure que les protéines GDF11 sécrétées par d'autres organes viennent compenser

I'absence de GDF11 au niveau des muscles squelettiques (McPherron et al., 2009).

B Contrdle GDF11

CD31
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Figure 12: GDF11 exerce de nombreuses fonctions chez l'adulte

A) Le fait de relier la circulation sanguine d'une souris dgée a celle d'une souris jeune entraine une
augmentation de la masse cardiaque chez la souris jeune et une baisse de la masse cardiaque chez la
souris agée. Cet effet est principalement causé par GDF11.

B) La concentration sanguine de GDF 11 est plus élevée chez les souris jeunes comparés aux souris dgées.
Des souris agées traitées avec GDF11 voient une amélioration de la vascularisation et de la neurogenése.
C) Des souris agées traitées avec GDF11 voient une amélioration de leurs muscles squelettiques.

(D aprés Loffredo et al., 2013 ; Katsimpardi et al., 2014 ; Sinha et al., 2014).

2.6.2.2. Roles des protéines GASP dans les fonctions controlées par GDF11 et la
myostatine
2.6.2.2.1. Modes de liaison des protéines GASP a la myostatine et GDF11

Comme les autres TGFp, la myostatine et GDF11 excercent leurs fonctions via la voie
canonique des SMAD, en se liant a un récepteur kinase de type 11, ActRIIB étant le récepteur
majoritairement utilisé. Ce récepteur s'associe a un récepteur kinase de type I (par exemple
ALKS) et ce complexe active a son tour la voie canonique des SMAD. Il existe également des
voies dites non canoniques qui sont activées par la myostatine mais qui ne sont pas activées
en général par les autres TGFp. La voie ERK(1/2) fait par exemple partie de cette catégorie.

Les molécules de follistatine et de FSTL3 peuvent inhiber plusieurs membres des TGFf et
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embrassent symétriquement le ligand pour bloquer les épitopes des récepteurs (Cash et
al.,2009 ; Cash et al., 2012), tandis que GASP-1 et GASP-2 inhibent sélectivement GDF11 et
la myostatine (Lee et Lee, 2013). 11 faut cependant noter que les protéines GASP-1 et GASP-2
peuvent ¢galement se lier a d'autres membres des TGFp, mais sans inhiber leurs fonctions
(Szlama et al., 2010).

Contrairement a ce qu'il se passe pour la follistatine, FSTL3 et GASP-2, ou deux molécules
d'inhibiteurs sont indispensables pour inhiber un dimeére actif de myostatine, une seule
molécule de GASP-1 est nécessaire (Walker et al., 2015 ; figure 13). De plus, une étude de
2016 indique que GASP-1 bloque I'hétérodimérisation des récepteurs ActRIIB/ALKS et
inhibe la voie canonique des SMAD alors que GASP-2 inhibe la voie canonique des SMAD
sans bloquer 1'hétérodimérisation des récepteurs ActRIIB/ALKS (Khalil ez al., 2016).

75 ] w
L GASP-2 N GASP-2
w 7]
ligand actif ligand actif
de myostatine de myostatine

Figure 13 : Les deux modes de liaison des protéines GASP a la myostatine

GASP-1 qui est 100 fois plus puissant que GASP-2 se lie a la mysotatine en un complexe asymétrique
alors que GASP-2 se lie a la myostatine en un complexe symétrique. De plus, la troncature du domaine C-
terminal de GASP-1 résulte en un inhibiteur de la myostatine moins puissant qui forme un complexe
symétrique avec la myostatine active.

(D'apres Walker et al., 2015).

Il a été¢ montré en 2003 que les protéines GASP-1 murine et humaine sont retrouvées liées a la
myostatine et au propeptide dans le sérum chez les deux especes, contrairement aux protéines
GASP-2 murine et humaine qui ne sont pas retrouvées liées a la myostatine dans le sérum
(Hill et al., 2003). En 2008, il a été rapporté que la protéine GASP-2 humaine peut se lier a la
myostatine et au propeptide, l'interaction avec le dimere de myostatine mature se faisant par le
domaine follistatine et I'interaction avec le propeptide se faisant par le domaine NTR (Kondas
et al., 2008). Etonnamment, il a été découvert en 2013 que contrairement a la protéine GASP-

1 murine, la protéine GASP-1 humaine n'avait pas d'affinité avec le propeptide (Szlama et al.,
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2013). Dans cette méme ¢€tude, les auteurs indiquent que le complexe latent de la myostatine
possede une activité non nulle bien que beaucoup plus faible que celle du dimere actif et qu'il
existe un état intermédiaire entre le complexe latent inactif de myostatine et le dimere de
myostatine actif, appelé complexe semi-latent ou une seule molécule de propeptide est li¢e au
dimere de myostatine actif. Il a été également révélé que GASP-2 a deux fois plus d'affinité
avec le complexe semi-latent que GASP-1. Cependant, GASP-1 a cent fois plus d'affinité
pour le dimere de myostatine actif que GASP-2 (Walker et al., 2015). Cette capacité des
protéines GASP a inhiber la myostatine et GDF11 se retrouve dans les fonctions altérées par

la sous- ou sur-expression de ces protéines.

2.6.2.2.2.  Etude in vitro portant sur les fonctions des protéines GASP

En 2012, par une premiere étude in vitro, nous avons montré au laboratoire que la sur-
expression de la protéine GASP-1 augmente la prolifération des cellules C2C12, une
lignée cellulaire de myoblastes murins (Brun et al., 2012). Une seconde étude a porté sur des
myoblastes primaires murins sur-exprimant ou non GASP-1 établis a partir de souris
TgGasp-1 ou de souris sauvages (Brun et al.,2014). Cette étude montre que l'absence
d'hyperplasie observée chez les souris TgGasp-1 est diie a une sur-expression de la
myostatine, conséquence de la sur-expression de GASP-1 durant I'embryogenese. En effet,
durant I'embryogenese, la myostatine agirait préférentiellement via la voie ERK1/2 pour
réguler l'expression de Pax7 et controlerait ainsi la détermination et le nombre de progéniteurs
musculaires embryonnaires. Or la sur-expression de GASP-1 ne bloque pas l'activation de la
cascade ERK1/2 qui est induite par la myostatine. Cela préviendrait I'hyperplasie chez les
souris sur-exprimant GASP-1. Chez les souris adultes, la myostatine agirait préférentiellement
via la voie Smad2/3 pour réguler la prolifération cellulaire, la synthése protéique et la taille
des myofibres ; la sur-expression de GASP-1 bloque l'activation de la cascade Smad2/3 qui
est induite par la myostatine. Récemment au laboratoire, nous avons étudié 'effet de la sur-
expression de GASP-2 sur la prolifération et la différenciation des cellules C2C12, nous
avons montré que les cellules C2C12 traitées avec la protéine GASP-2 voient leur
prolifération et leur différenciation augmentées (Peri€ et al., 2016).

L’¢tude de la glycosylation de la protéine GASP-1 a aussi montré que la N-glycosylation de
GASP-1 n'était pas essentielle pour sa fonction, mais était nécessaire pour une bonne

sécrétion de la protéine (Brun et al., 2012). Pour la protéine GASP-2, nous avons pu montrer
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que son état de glycosylation n'était pas impliqué dans l'inhibition de la myostatine (Peri¢ et
al., 2016).
Afin de mieux comprendre les fonctions in vivo des protéines GASP, plusieurs études basées

sur la création et la caractérisation de modeles animaux ont ¢galement €té entreprises.

3. Contribution des modéles animaux pour l'étude des fonctions des

protéines GASP

Comme de nombreuses €tudes in vitro ont prouvé ’interaction entre les protéines GASP et la
myostatine ou GDF11, des études fonctionnelles ont été conduites afin de mieux comprendre
la fonction de ces protéines dans les processus biologiques conduits par la myostatine et

GDFI11.

3.1. Phénotype musculaire des modéles de sous- ou sur-expression des protéines GASP
L’analyse phénotypique du tissu musculaire, lors de la sur-expression des inhibiteurs de la
myostatine ou lors du knock-out de celui-ci, passe par I’étude de la quantité et de la qualité
des fibres musculaires. En effet, le tissu musculaire squelettique est un systeme complexe
(encart 1). 11 est formé d’un nombre important de faisceaux musculaires composés de 20 a 80
fibres. Ces fibres musculaires sont des cellules allongées et polynucléées issues de la fusion
de plusieurs centaines de cellules précurseurs, les myoblastes. Les fibres musculaires des
mammiferes sont classées en quatre groupes, les types 1, Ila, 1Ix et IIb, d’aprés les isoformes
de myosine (MyHC) qui les composent et leurs capacités glycolytiques et oxydatives (encart
I). L’identit¢ de ces fibres musculaires est déterminée des le stade embryonnaire par des
processus myogéniques intrinseques puis modulée au stade adulte par des facteurs hormonaux
et neuronaux et par 1’activit¢ physique. La proportion relative des types de fibres qui
composent le muscle, le nombre de fibres (hyperplasie) ainsi que D’aire des fibres
(hypertrophie) sont des parametres importants lors de I’analyse phénotypique musculaire

d’une lignée mutante.
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Encart 1 : Structure et caractéristiques des muscles squelettiques

] p N Nerf intramusculaire

Fibre (cellule) musculaire

Jonction neuromusculaire
Endomysium
(recouvre chaque fibre musculaire)

Périmysium (délimite le
faisceau des fibres musculaires)

Epimysium (recouvre
I'ensemble du muscie)

Vaisseau sanguin bande | 1

bandeA__-

disque 2

\_ Ouvertures dans le

Tendon tubule transverse

reticulum sarcoplasmique
< Triade

P\ citeme terminale

S ~ tubule transverse

sarcolemne
sarcoplasma

Myofibrilles

A) Le muscle squelettique est rattaché aux os par des tendons et est lui-méme un ensemble de faisceaux
musculaires enveloppé par du tissu conjonctif, l'épimysium. Chaque faisceau musculaire est entouré par le

périmysium et est composé de plusieurs fibres musculaires qui sont entourées par l'endomysium.

B) Les fibres musculaires striées sont des cellules polynucléées, dont les nombreux noyaux sont répartis a
la péripherie de la fibre. Elles peuvent mesurer jusqu'a 30 cm de long pour un diamétre variant de 10 a 100
um. Environ 80% du volume de la fibre musculaire est occupé par des myofibrilles qui sont des structures
cytosquelettiques trés organisées de 1 a 2 um de diamétre permettant aux fibres musculaires de se
contracter. Chaque myofibrille est implantée dans le cytoplasme de la cellule que l'on désigne sous le nom de
sarcoplasme. Tout le contenu de la cellule est enveloppé dans une membrane plasmique : le sarcolemme.
Chaque myofibrille est entourée par du réticulum sarcoplasmique (réticulum endoplasmique musculaire)
selon une organisation rigoureuse. A intervalles réguliers, le réticulum sarcoplasmique émet des
protubérances appelées citernes terminales (a la jonction bande A/bande I). A ces niveaux se trouvent
également des invaginations de la membrane cytoplasmique appelées tubules transverses. Un tubule
transverse en étroite association avec deux citernes terminales, forme une triade. La triade est une zone
fonctionnelle qui est reliée au nerf intramusculaire (ou nerf moteur). En effet, le tubule transverse est situé
autour de la myofibrille, mais s'échappe aussi de la fibre par le sarcolemme et est directement relié avec le
nerf intramusculairve qui est situé sur la fibre, par des jonctions neuromusculaires communicantes. Cette

organisation joue un role important dans le couplage excitation-contraction.
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C) Toutes les myofibrilles d’une méme fibre sont parfaitement alignées et paralléles. Elles sont trés longues et allongées,
d'un diamétre allant de 1 a 2 um, et dont la longueur peut aller jusqu'a 50 cm. Elles sont dites striées, a cause de leur
aspect sur le plan de leur longueur, sur le plan longitudinal. En effet, observées de ce plan, les myofibrilles sont
constituées de stries. Chaque strie est composée d'une bande sombre (A pour anisotrope) et d'une bande claire (I pour
isotropes), l'ensemble des deux formant un sarcomére. On observe sur ce schéma la succession des bandes claires (I) et
des bandes sombres (4), sur chaque myofibrille. Les bandes claires (I), ont une séparation axiale appelée strie Z. Les
bandes sombres (4), ont une partie axiale assez large, appelée zone H (Henzen), elle-méme ayant une séparation axiale
nommée ligne M.

Un sarcomere est délimité par deux bandes Z et regroupe une bande A et deux demi-bandes 1. Les myofibrilles sont donc
constituées de multiples sarcomeres reliés entre eux par les stries Z.

D) Chaque bande de sarcomeére est constituée par association de filaments que l'on appelle myofilaments. Il en existe
deux sortes: les myofilaments épais (myosine) et les myofilaments fins (actine). Ils sont répartis de la fagon suivante
dans le sarcomere : les bandes I sont constituées uniquement de myofilaments fins associés de part et d'autre de la strie
Z ; les bandes A sont constituées des deux myofilaments a la fois (fins et épais). La partie H, axée centralement dans la
bande A, a quant a elle uniquement des myofilaments épais disposés de fagon opposée de part et d'autre de l'axe M.

Les sarcomeres sont l'unité contractile du muscle et sont consolidés par des protéines de structure comme la desmine
qui attache, au niveau des lignes M et des stries Z, les diverses myofibrilles entre elles ou la titine qui lie les chaines de
myosine aux stries Z. Le myofilament épais (myosine) est une protéine formée en longueur et composée de deux parties:
la téte et la queue. La téte comporte une enzyme qui intervient au cours de l'hydrolyse de la molécule d’ATP, molécule
qui fournit l'énergie nécessaire a la contraction musculaire.

Le myofilament fin (actine) est constitué par trois principales protéines différentes : l'actine G (globulaire), la
tropomyosine et le complexe troponine. L'actine globulaire forme une double hélice autour de la tropomyosine alors que

le complexe troponine est fixé sur cet ensemble.
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Lente — Oxydative | Rapide — Oxydative | Rapide — Glycolytique Rapide — Glycolytique

Caractéristiques
Type I Type Ila Type IIx Type 1Ib

Isoformes de MyHC (Myosin Heavy Chain) MyHC I MyHC Ila MyHC IIx MyHC IIb
Structure
Taille et diamétre Petit Moyen Gros Gros
Volume mitochondrial AR ++ + 4
Activité ATPase de l'isoforme de MyHC Lente Moyenne Rapide Rapide
Enzyme oxydative +++ 4 + +
Enzyme glycolytique A ++ SRR +++
Réticulum sarcoplasmique 4+ R +++ +++
Contenu en glycogeéne s e + 4
Contenu en lipide AR + - -
Contenu en myoglobine +++ 4 + +
Vascularisation 4+ 4t + +
Fonctionnel
Meétabolisme Oxydatif Mixte Glycolytique Glycolytique
Résistance a la fatigue +++ A + +
Force de contraction + ++ AFarar +++
Vitesse de contraction + S A A
Innervation par Unité motrice
Taille de l'unité motrice (Fibres / 10 a 180 300 a 800 i 4
motoneurone)
Diameétre du motoneurone Petit Large A +++
Vitesse de conduction nerveuse Lente Rapide +++ dbdiae
Seuil de recrutement Bas Elevé + +

Le muscle est un tissu hétérogene qui posséde de grandes capacités d'adaptation. Il est formé de fibres musculaires de
plusieurs types classés en fonction de deux caractéristiques principales : leur vitesse maximale de contraction, c'est-a-dire la
vitesse a laquelle les tétes de myosine se détachent de l'actine, et leur métabolisme préférentiel utilisé pour resynthétiser les
molécules d’ATP. Les quatre types de fibres sont : I, Ila, IIx et IIb.

Les fibres contenant des myosines avec une forte activité ATPasique sont classées parmi les fibres a contraction rapide ou de
type II. En revanche, les fibres dont les myosines ont une faible activité ATPasique sont définies comme des fibres lentes ou de
type L. Les fibres du type I (fibres rouges oxydatives lentes) ont une faible vitesse maximale de contraction (Vmax) due a une
myosine a activité ATPase lente ; elles sont donc peu puissantes. Ces fibres possédent une capacité aérobie élevée et ne
recourent que trés peu au métabolisme anaérobie. Les fibres du type IIb (blanches glycolytiques rapides) ont une myosine a
activité ATPase rapide leur conférant une Vmax élevée. Elles sont trés puissantes mais peu endurantes et recourent
préférentiellement au métabolisme anaérobie.

Les fibres de type Ilx sont intermédiaires entres les fibres de type Ila et les fibres de type IIb (Schiaffino et al., 1989).

Les fibres du type Ila (roses oxydatives rapides) possédent des caractéristiques intermédiaires comme leur Vmax, leur
diamétre et leur endurance. Elles possédent toutefois des capacités aérobies plus élevées que les fibres des types IIb/Ilx. + :

peu utilisé, ++ : utilisé de maniére intermédiaire, +++ : grandement utilisé.
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En 2008, il a été découvert que la sur-expression du gene Gasp-I par injection du vecteur
viral AAV portant ’ADNc de Gasp-1 directement dans des muscles de souris entraine une
augmentation de la masse musculaire (Haidet ef al., 2008). Ainsi des souris, agées de deux
ans et injectées a quatre semaines, voient leur masse corporelle augmentée de 50%. La masse
des muscles injectés (tibialis anterior, gastrocnémien, quadriceps et triceps) augmente quant a
elle de 10%.

Au laboratoire, dans 1’objectif de mieux comprendre le rdle de la protéine GASP-1, un
modele de souris sur-exprimant GASP-1 de facon ubiquitaire a été crée et caractérisé au
niveau phénotypique (Monestier et al., 2012a). Ces souris ont été générées via l'intégration
aléatoire dans le génome de souris de fond génétique FVB d'un transgene portant la séquence
correspondante a I'ADNc de Gasp-1 sous le contréle du promoteur CMV. Ces souris
transgéniques ont été appelées TgGasp-1.

En 2013, une autre étude s’est intéressée a la caractérisation phénotypique de souris knock-
out pour Gasp-1 ou pour Gasp-2 et a montré une légére réduction de la masse musculaire
chez ces souris (Lee et Lee, 2013). Pour plus de clarté, les différents phénotypes musculaires

observés sont rapportés dans le tableau 3A et 3B.

31



Caractérisation des souris TgGasp-1

Phénotype chez les souris TgGasp-1 Phénotype chez les souris Mstn-/-

Augmentation de la masse corporelle de 4.5 g a partir de 2 semaines Augmentation de la masse corporelle

Augmentation de la masse du rectus femoris de 35% a 12 semaines ] )
) ) . . i Augmentation de la masse musculaire
Augmentation de la masse du pectoralis major de 45% a 12 semaines

Augmentation de la taille des fibres musculaires de 36% Hypertrophie observée
Pas d’hyperplasie observée Hyperplasie observée
Pas de variation dans le typage des fibres Augmentation des fibres de type II

Tableau 2: A) Phénotype musculaire des souris TgGasp-1 et des souris Gasp-1-/- ou Gasp-2-/-
(i) Chez les souris TgGasp-1, la sur-expression de GASP-1 entraine une augmentation de la masse corporelle. En
effet, bien qu’immédiatement apres la naissance, les souris TgGasp-1 apparaissent semblables aux souris sauvages,
apres deux semaines, ces souris montrent une augmentation significative du poids du corps d'environ 4,5 g qui se
maintient durant le reste de la vie des animaux. (ii) a partir de 8 semaines, les souris TgGasp-1 montrent un
phénotype de muscles squelettiques hypertrophiés. Ainsi, la masse musculaire du rectus femoris et du gastrocnémien
augmente de 35% a 12 semaines, tandis que la masse musculaire du pectoralis major augmente de 45%. (iii) cette
augmentation de la masse musculaire est principalement dite a une hypertrophie des fibres musculaires, c'est-a-dire
une augmentation de [’aire des fibres musculaires de 36% en moyenne. (iv) aucune hyperplasie (augmentation du
nombre de fibres musculaires) n’est observée chez ces animaux. Ceci différe de [’observation faite chez les souris
knock-out pour la myostatine qui sont caractérisées par une hyperplasie et une hypertrophie des fibres musculaires
(figure 14). (v) contrairement aux souris knock-out pour la myostatine (caractérisées par une augmentation du
nombre de fibres glycolytiques rapides de types Il), aucune altération dans la composition des fibres musculaires
n’est observée chez les souris TgGasp-1.

(D aprés Monestier et al., 2012a).

Caractérisation des souris knock-out Gasp-1-/- ou Gasp-2-/-

Phénotype chez les souris
Phénotype chez les souris Gasp-1-/- ou Gasp-2-/-

Mstn-/-
Pas d’augmentation de la masse musculaire a 10 semaines
A 8 mois, réduction de la masse musculaire de 5 & 12% chez les souris Gasp-1-/- Augmentation de la masse
musculaire

A 8 mois, réduction de la masse musculaire de 6 & 9% chez les souris Gasp-2-/-

Diminution du ratio fibres

Augmentation du ratio fibres I1a/IIb
ITa/ITb

Augmentation de la

Diminution de la régénération musculaire ’ s
régénération musculaire

Tableau 2: B) Phénotype musculaire des souris knock-out Gasp-1-/- ou Gasp-2-/-

(i) chez les souris knock-out (KO) pour Gasp-1 ou Gasp-2 et dgées de 10 semaines, aucune différence n'est observée
entre les souris KO et les souris sauvages. (ii) a 8 mois, une légere différence apparait chez les souris KO madles, a
savoir, une diminution de la masse musculaire de 5 a 12% chez les souris Gasp-1-/- et de 6 a 9% chez les souris
Gasp-2-/-..

(iii) chez les souris KO pour Gasp-1 et Gasp-2, le ratio des fibres oxidatives rapides Ila sur les fibres glycolytiques
rapides IIb semble augmenté. Cette augmentation des fibres oxidatives rapides Ila sur les fibres glycolytiques
rapides IIb est l'inverse de ce qui est observé chez les souris knock-out pour la myostatine. (iv) les souris KO pour
Gasp-1 et Gasp-2 sont caractérisées par une diminution de la régénération musculaire qui s'explique par le role
joué par la myostatine dans ce processus (Wagner et al., 2005) et qui est l'inverse de ce qui observé chez les souris
knock-out pour la myostatine qui sont caractérisées par une augmentation de la régénération musculaire.

(D’apres Lee et Lee, 2013).
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Figure 14 : Phénotypes observés associés a une mutation invalidant la myostatine
ou sur-exprimant un de ses inhibiteurs

1) La race bovine blanc bleu belge, une race a viande, est caractérisée par une hypertrophie musculaire et
porte une mutation dans [’exon3 du gene de la myostatine conduisant a I’absence de myostatine active. 2)
La race ovine Texel renommée pour la qualité exceptionnelle de sa viande porte une mutation dans la
sequence 3'UTR du gene de la myostatine qui crée un site de reconnaissance pour deux miRNA ce qui
réduit la quantité de myostatine.

3) Certains individus de la race de chien whippet sont caractérisés par un phénotype d'hypermusculature
causé par une mutation dans le géne de la myostatine. 4) Les truites sur-exprimant le gene de la
follistatine (un inhibiteur de la myostatine) présentent un phénotype d'hypermusculature. 5) Les souris
knock-out pour le gene de la myostatine présentent un phénotype d'hypermusculature. 6) Un enfant
portant une mutation invalidant la myostatine sur les deux alléles a été identifié et est caractérisé par un
phénotype d'hypermusculature. 7) La perte de la myostatine méne a une suppression partielle de
l'accumulation de graisse et a un métabolisme du glucose anormal. 8) La sur-expression de GASP-1
entraine un phénotype d'hypermusculature moins marqué que celui observé chez les animaux sous-
exprimant la myostatine ou sur-exprimant la follistatine.

(D'aprés McPherron et al., 1997 ; Clop et al., 2006 ; Mosher et al., 2007 ; Medeiros et al., 2009 ; Lin et
al., 2002 ; Williams, 2004 ; Monestier et al., 2012a).
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3.2. Syndrome métabolique

Le syndrome métabolique correspond a 1’association de plusieurs défauts du métabolisme
comme une hyperglycémie, une augmentation de la masse graisseuse et une pression sanguine
¢levée. De nombreuses pathologies sont associ¢es a ce syndrome, notamment le diabete de
type II et I’obésité.

La myostatine semble jouer un rdle clé dans I’homéostasie du glucose et donc dans le
syndrome métabolique. En effet, en plus de présenter une augmentation importante de leur
masse musculaire, les souris Mstn-/- présentent également une diminution importante de leur
masse adipeuse (Lin ef al., 2002 ; McPherron et Lee, 2002). De plus, des travaux ont montré
que les symptomes spécifiques de I’insulino-résistance sont diminués lorsque des modeles
murins spécifiques de 1’obésité ou du diabéte sont croisé€s avec des souris Mstn-/- (McPherron
et Lee, 2002). Enfin, les souris knock-out pour la myostatine présentent une augmentation de
la sensibilité a 1'insuline et une diminution de I'adiposité qui les protegent de I'obésité (Zhang
etal.,2012).

De facon étonnante, la sur-expression de GASP-1 ne s'accompagne pas de perte de masse
adipeuse chez la souris jeune (Monestier et al., 2012a) mais entraine chez les souris agées de
nombreux défauts métaboliques dont une augmentation de la masse graisseuse, une
accumulation de gras ectopique, une hyperglycémie, une hyperinsulémie et une
insulino-résistance hépatique et musculaire (Péri¢ et al., en révision). Une des hypotheses
avancée par le laboratoire pour expliquer 1’augmentation de la masse adipeuse observée chez
les souris TgGasp-1 est que la sur-expression de la myostatine par ,,up-regulation®, observée
dans cette lignée, serait directement responsable de 1’augmentation de la masse du tissu

adipeux.

3.3. Phénotype squelettique dans des modéles de sous-expression des protéines GASP

En 2013, des études s’intéressent a I'effet de la sous-expression des protéines GASP sur la
formation du squelette (Lee et Lee, 2013). En effet, GDF11 qui est inhibée par les protéines
GASP, est impliqué dans la formation du squelette. Ceci est démontré par le fait que des
souris knock-out pour GDF11 présentent des transformations du squelette axial telles qu’une
augmentation du nombre de vertébres thoraciques. Ainsi, les souris sauvages présentent 13
vertebres thoraciques alors que les souris knock-out pour GDF11 ont 4 a 5 paires de cotes en

plus pour un total de 17 a 18 segments thoraciques (McPherron et al., 1999).
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Pour en savoir plus sur le role des protéines GASP sur la formation du squelette, I’équipe de
Lee a généré des souris knock-out pour Gasp-1 ou Gasp-2. Le squelette des souris knock-out
pour Gasp-1 est similaire a celui des souris sauvages. Au contraire, les souris knock-out pour
Gasp-2 montrent des transformations du squelette. Ainsi, 90% des souris knock-out pour
Gasp-2 ont leur 13eme cote tronquée ou absente alors que 40% de ces souris ont leur paire de
13éme coOtes absente. Cela refléte une transformation du 13¢me segment thoracique en
segment lombaire. De plus, 12% de ces souris ont une perte partielle ou complete d'un
segment lombaire. Dans la région cervicale, d'autres anomalies plus rares ont ¢té observées
comme une cOte surnumeéraire venant de la 7éme vertébre cervicale. Enfin, des souris doubles
knock-out pour Gdfi11 et Gasp-2 présentent les mémes défauts que les souris knock-out pour
Gdfl1, ce qui suggére que l'effet de GASP-2 sur la formation du squelette a lieu uniquement
via l'inhibition de GDF11. Les souris doubles knock-out pour Gasp-2 et Gasp-1 ont les
mémes caractéristiques squelettiques que les souris knock-out pour Gasp-2. 1l n'y a donc pas
de redondance de fonction entre les protéines GASP pour ce qui concerne la formation du
squelette. Les souris knock-out pour la follistatine (un inhibiteur de la myostatine et de
GDF11) présentent également des défauts dans la formation du squelette. Ainsi, 90% de ces
souris ont au moins une de leur 13¢me cote tronquée et 30 % ont leur paire de 13¢me cotes
absente (Matzuk et al., 1995). Les souris doubles knock-out pour Gasp-2 et la follistatine ont
des défauts squelettiques plus marqués que les mutants simples avec notamment 100% des
souris avec leurs 13éme cotes absentes (Lee et Lee, 2013).

Concernant la formation de la face, des souris knock-out pour la follistatine ou Gdf11 arborent
des becs de lievre. Ce phénotype n’est pas observé pour les souris knock-out pour Gasp-1 ou
Gasp-2. Les souris doubles knock-out pour Gasp-2 et Gdf11 ne montrent pas plus de bec de
lievre que les souris knock-out pour GdfI1. Au contraire, les souris doubles knock-out pour
Gasp-1 et Gdf11 sont caractérisées par un nombre beaucoup plus important de becs de licvre
que les souris knock-out pour Gdf11. Ceci suggere un role de GASP-1 dans la formation de la
face (Lee et Lee, 2013). Une autre ¢tude en 2015 confirme cette fonction puisqu’il est observeé
que les souris doubles knock-out pour Gasp-1 et Gdfil présentent des malformations des

incisives. (Lee et Lee, 2015).

3.4. Différences entre les modele de souris KO pour la myostatine et de souris
TgGasp-1
Les souris knock-out pour la myostatine sont caractérisées par une hyperplasie et une

hypertrophie des fibres musculaires ainsi que par une diminution de la masse graisseuse
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(Monestier et al.,2012a ; McPherron et al., 1997). Comme indiqué dans le tableau 3, les
souris TgGasp-1 qui sur-exprimment Gasp-I sont caractérisées par un phénotype dhyper-
musculature qui correspond a une hypertrophie des fibres musculaires sans hyperplasie
accompagnée d'une augmentation de la masse graisseuse chez les souris dgées (Monestier et
al., 2012a ; Périe et al., en révision). Une explication possible de la différence de phénotype
observé concernant I'hyperplasie entre les souris knock-out pour la myostatine et les souris
TgGasp-1 a été fournie par I’é¢tude de Brun et al. (2014). En effet, I'inhibition de la myostatine
par la sur-expression de GASP-1 s'accompagne d'une sur-expression de la myostatine par la
mise en place d'une boucle de rétro-contrdle négative qui fait intervenir la voie canonique des
SMAD et SMAD7 (Forbes et al.,2006 ; Brun et al., 2014). De plus, GASP-1 ne serait
capable que d'inhiber l'activation de la voie canonique des SMAD via l'inhibition de la
myostatine mais n'aurait pas d'effet sur l'activation de la voie ERK1/2 par la myostatine. Or, la
myostatine contrdle la masse musculaire via la cascade ERK1/2 durant I'embryogenese et via
la voie canonique des SMAD durant la croissance musculaire post-natale. En conséquence,
durant l'embryogenése, GASP-1 n'inhiberait pas l'activation de la cascade ERK1/2 par la
myostatine alors qu’elle pourrait inhiber 1'activation de la voie canonique des SMAD par la
myostatine durant la croissance postnatale. Ceci pourrait expliquer 1'absence d'hyperplasie
observée chez les souris TgGasp-1, le nombre des fibres musculaires étant déterminé durant

I'embryogene¢se.
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Projet de thése
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Au regard des résultats déja obtenus dans le laboratoire sur 1’étude du rdle des protéines
GASP dans le développement musculaire, mes travaux de thése se sont articulés autour de
deux projets qui concernent (i) la création et 1’analyse phénotypique d’un modele murin
surexprimant la protéine GASP-2 et (i1) I’étude de données transcriptomiques et protéomiques

dans un contexte de sur-expression de GASP-1.

1.  Etude in vivo de la protéine GASP-2

Il existe plusieurs moyens d'inhiber l'expression de la myostatine, hormis la création de
modele knock-out pour la myostatine. Les moyens les plus ¢tudiés sont la sur-expression du
propeptide de la myostatine ou la sur-expression de la follistatine (Li et al., 2010 ; Nazari et
al.,2014).

Une autre voie de recherche est la sur-expression de deux autres inhibiteurs de la myostatine,
les protéines GASP. Dans cette optique, le laboratoire a généré¢ deux modeles murins sur-
exprimant les protéines GASP, les souris TgGasp-1 et les souris TgGasp-2. Dans un premier
temps, nous avons caractéris¢ les souris TgGasp-1 et montré qu’elles présentent un phénotype
d'hypermusculature qui correspond a une hypertrophie des fibres musculaires sans hyperplasie
(Monestier et al., 2012a). La caractérisation du phénotype des souris TgGasp-2 est le

principal objectif de cette theése et sera détaillée dans la partie Résultats.

2.  Analyses des données transcriptomiques dans un contexte de sur-expression de
GASP-1
GASP-1 et GASP-2 font partie d’un réseau génique incluant la myostatine mais ¢galement un
ensemble de protéines participant aux voies de signalisation des TGFs. Si la protéine GASP-
1, de par son action antagoniste sur la myostatine, présente un intérét, il convient d’étudier
plus en détail I’action de sa sur-expression sur ’interactome dans lequel elle participe. De
plus, la sur-expression de GASP-1 pourrait également activer ou inhiber d’autres voies de
signalisation non liées a la myostatine. Pour cela, des analyses transcriptomiques et
protéomiques permettraient de vérifier les voies de signalisation modulées par GASP-1. Ainsi,
le laboratoire a réalis€ une étude transcriptomique sur des cellules musculaires primaires sur-
exprimant ou non GASP-1 et une étude protéomique a partir du quadriceps de souris sur-
exprimant ou non GASP-1. Une seconde partie de cette theése portera sur l'analyse bio-
informatique des résultats de ces études transcriptomiques et protéomiques et sera donnée

dans la partie Résultats.
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Matériels et méthodes
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1. Matériels biologiques

1.1.  Lignées murines et cellulaires

Trois lignées murines ont été utilisées : (i) la lignée TgGasp-1, lignée murine de fond
génétique FVB/N sur-exprimant la protéine GASP-1. Les souris TgGasp-1 présentent un
développement musculaire plus marqué en comparaison a des souris sauvages di a une
hypertrophie des fibres musculaires mais sans hyperplasie (Monestier ef al., 2012a, Brun et
al.,2014).

(1) la lignée Mstn -/-, inactivée pour le géne de la
myostatine. Les souris Mstn -/- présentent une hypermusculature diie a une hypertrophie et
une hyperplasie des fibres musculaires. De plus, une diminution du tissu adipeux est observée
(Grobet et al., 2003)

(111) la lignée FVB, servant de controle.

A partir de muscles des membres postérieurs des lignées TgGasp-1 et FVB, ont été¢ dérivés
des myoblastes primaires, nommés S20 (myoblastes issus des TgGasp-1.20) et FVB

(myoblastes issus des souris sauvages FVB).

1.2. Plasmide : pcDNA3.1-V5/His

Le plasmide pcDNA3.1-V5/His (Thermo Fisher Scientific; figure 21) est utilis€¢ pour
exprimer des protéines dans des cellules de mammiferes. Il permet une fusion traductionnelle
de la protéine d'intérét avec 1'épitope VS5 et une étiquette polyhistidine. Le promoteur CMV,
entraine une expression constitutive de la protéine d'intérét. Les génes de résistance a
I'ampicilline et a la néomycine permettent respectivement la sélection des transformants

bactériens et eucaryotes.

1.3.  Souche bactérienne

Le vecteur d’expression de Gasp-2 a ¢été cloné puis amplifi¢ dans la souche Escherichia coli
K-12, TOP10, de génotype F— mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80/lacZAM15 AlacX74 recAl
araD139 A(ara leu) 7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG.
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1.4. Anticorps

Les anticorps utilisés sont listés dans le tableau 3 ci-dessous :

Anticorps primaires Espéece Utilisation Fournisseur | Dilution
Ac anti-laminine lapin immunohistochimie |Sigma 1/500
Ac anti-myosine Type | (BA-D5) souris immunohistochimie | DSHB 1/2

Ac anti-myosine Type lla (SC-71) souris immunohistochimie | DSHB 1/2

Ac anti-myosine Type Ilb (BF-F3) souris immunohistochimie | DSHB 1/2

Ac anti-myosine Type |, lIx, llb (8H2) | souris immunohistochimie | DSHB 1/2

Ac anti Gasp2 souris ELISA RD system 1/180
Ac anti - GRP78 lapin western blot Abcam 1/2000
Ac anti GAPDH chevre western blot RD system 1/2000
Ac anti Gaspl lapin western blot Sigma 1/800
Anticorps secondaires Espéece Couplage Fournisseur | Dilution
Ac anti-lapin chévre Alexa Fluor® 546 Thermofisher | 1/1000
Ac anti-souris (1gG) chevre Alexa Fluor® 488 Thermofisher | 1/1000
Ac anti-souris (IgM) chevre Alexa Fluor® 488 Thermofisher | 1/1000
Ac anti-Gasp2 souris HRP RD system 1/180
Ac anti-lapin chevre HRP Sigma 1/2000
Ac anti-chévre lapin HRP Dako 1/2000

Tableau 3 : liste des anticorps utilisés.

2. Biologie Moléculaire

2.1. Extraction d'ADN/ARN - PCR

2.1.1.Extraction d'ADN génomique a partir de queue de souris / tissus

Un morceau de 0,5 cm de queue de souris ou de tissu est prélevé et incubé a 56°C sur la nuit

dans du tampon d'extraction (50mM Tris-HCI pHS, 100mM EDTA pHS, 100mM NaCl,

1% SDS (p/v)) contenant Smg/ml de protéinase K. Le lendemain, les lysats cellulaires sont

mixés et sont incubés avec du NaCl 6M (v/v = 1/3). Les débris cellulaires et les protéines

précipitées sont éliminés par centrifugation 10 minutes a 13 000 rpm. A partir du surnageant,

I’ADN génomique est précipité a I’isopropanol (v/v =2/3). Le culot d’ADN obtenu est rincé a

I’éthanol 70% par centrifugation pendant 5 minutes avant d’étre repris dans du TE (10mM

Tris-HCI pH8, 1mM EDTA pHS). Les échantillons d’ADN sont dosés au nanodrop (Agilent).
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2.1.2.Extraction d'ADN génomique a partir de sang
A partir d’un échantillon de sang prélevé sur EDTA, I’ADN est extrait a I’aide du kit Qiagen
« Dneasy” Blood & Tissue » selon les recommandations du fournisseur. Briévement, 50 a 100
ul de sang sont incubés avec de la protéinase K a 56°C. L’ADN est précipité a 1’é¢thanol 100%

et purifié sur membrane de silice. L’ADN est ensuite ¢lué avant d’étre dosé.

2.1.3.Extraction d’ADN plasmidique
Une colonie bactérienne isolée est inoculée dans du milieu LB contenant 100 pg/ml
d’ampicilline. Apres une nuit a 37 °C sous agitation a 200 rpm, une partie de la culture est
congelée a -80°C dans 15% glycérol, le reste est centrifugé. Le culot est repris dans un
tampon de re-suspension froid (50 mM Glucose, 25 mM TrisHCI pH 8.0, 10 mM EDTA). Un
volume équivalent de solution de lyse (0,2 N NaOH-1% SDS) est ajouté. La précipitation des
protéines et de I’ADN bactérien se fait par ajout du tampon de neutralisation (3 M KOAc, pH
6.0). Apres centrifugation, le surnageant est transféré et I’ADN plasmidique est précipité a
I’éthanol absolu froid (v/v = 2) puis lavé dans de 1’é¢thanol 70% avant d’étre repris dans du TE

pH=8.

2.1.4.Extraction d'ARN a partir de tissus
L'extraction est réalisée a partir de tissus congelés dans de 1’azote liquide juste apres le
prélevement. Chaque tissu est broyé au mortier dans de 1’azote liquide jusqu'a 1'obtention de
poudre. Pour chaque échantillon, 30 mg de tissus sont resuspendus dans 0,5 ml de TRIzol®
puis incubés pendant 5 minutes a température ambiante. Apres 1’ajout de 100 upl de
chloroforme et une agitation par inversion, la solution est incubée 3 minutes a température
ambiante puis centrifugée a 12 000 rpm pendant 15 minutes a 4°C. Apres centrifugation, deux
phases sont obtenues. Apres avoir récupéré la phase aqueuse, les ARN sont précipités par
ajout de 500 pl d'isopropanol suivi d’une incubation 10 minutes a température ambiante.
Apres une centrifugation de 15 minutes a 12 000 rpm a 4°C, le surnageant est éliminé puis le
culot est lavé avec 0,5 ml d'éthanol 75% pendant 1 minute a 12 000 rpm. Aprés élimination
du surnageant, le culot est séché a température ambiante. L’ ARN est repris dans 35 pl d'eau
Rnase-free avant d'étre incubé 10 minutes a 55-60°C et congeler a -80°C. 5 ul d'ARN sont

aliquotés pour un dosage au nanodrop et un test de la qualit¢ des ARN sur gel ou puce agilent.
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2.1.5.Contrdle qualité¢ des ARN

La qualité des ARN est mesurée avec la puce Agilent® RNA 6000 Nano sur le Bioanalyseur
2100 (Agilent Biotechnologies, Allemagne) selon les recommandations du fournisseur. Cette
analyse est une méthode standard pour le contréle qualité des échantillons d’ARN et remplace
dans ce domaine I’électrophorese sur gel. En effet, cet analyseur permet de quantifier la
qualité des échantillons d'ARN en leur associant une valeur numérique appelée RNA
Integration Number (RIN). Le RIN peut aller de 0 a 10 : 0 correspondant a de I'ARN tres
dégradé et 10 correspondant a de I'ARN intact.

2.1.6.Rétrotranscription
La rétrotranscription des ARN en ADNCc est réalisée avec le kit « High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit » selon le protocole fourni avec le kit et selon ce cycle : 10 minutes
a 25°C, 120 minutes a 37°C, 5 minutes a 85°C. Typiquement, ce kit permet de rétrotranscire
jusqu’a 2 pg d'ARN en utilisant comme amorces de courtes séquences oligonucléotidiques

synthétisées de facon aléatoire et comprenant 6 nucléotides.

2.1.7.Réaction de Polymérisation en Chaine (PCR)
Pour une réaction de 25 pl, la PCR s’effectue dans un volume réactionnel de 25 pl contenant
10 ng d’ADN, 0,2 uM de chaque amorce, 0,2 mM de dNTPs, 1 unit¢ enzymatique
(UptiTherm DNA polymérase, Interchim) dans du tampon contenant 2 mM de MgCl,. La
PCR comprend une dénaturation initiale de I’ADN de 5 minutes a 94°C, 35 cycles
comprenant une phase de dénaturation de 30 secondes a 94°C, une phase d’hybridation de 30
secondes a une température (Tm) dépendante des amorces utilisées (tableau 5) et une phase
d’¢longation de 1 minute/kb a 72°C, et a la fin des 35 cycles, une ¢longation finale de 5

minute a 72°C.

2.2. Ligature en vecteur TOPO®
Cette ligature est réalisée en suivant les recommandations fournies dans le kit TOPO® de

ThermoFisher.
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2.3. Transformation

Les boites de cultures sont préparées a l'avance et contiennent du milieu LB Agar et de
I'ampicilline (100 pg/ml de LB). Pour réaliser la transformation des bactéries compétentes
TOP10, 2 pul de produit de ligature (produit PCR + plasmide) sont ajoutés a 50 ul de bactéries
avant une incubation de 10 minutes dans la glace. Cette étape est suivie d'un choc thermique
de 30 secondes a 42°C et d'une incubation quelques minutes dans la glace.

Par la suite, 250 pl de milieu SOC sont ajoutés aux bactéries. Les bactéries sont alors placées
sous agitation horizontale pendant 1 heure a 37°C avant d'étre étalées en totalité sur une boite
LB contenant de I’ampicilline. Les bactéries sont mises a incuber durant toute la nuit a 37°C.
Le lendemain, plusieurs clones sont repiqués et la présence de l'insert est vérifiée par PCR.
Les clones sélectionnés sont mis en culture dans 50 ml de LB liquide avec de l'ampicilline a
100 pg/ml. Ils sont ensuite incubés durant toute la nuit a 37°C sous agitation horizontale.
Enfin une miniprep est réalisée sur le tube de culture et une mise en souchier d'un clone est

réalisée (600 pl de glycérol + 1200 pl de culture bactérienne).

2.4. Réaction de séquencage

Le kit 3100 BigDye® Terminator vl.1 Cycle Sequencing contient les tampons et mix de
séquengage préts a emploi. Pour la réaction de séquencage, il faut ajouter, dans 5 pl de
tampon et mix de séquengage, 1 pl d’une amorce a 10 pmol/ul par tube et 200 a 400 ng de
plasmide, pour un volume final de 20 pl. L’insert est s€quencé en sens et antisens avec les
amorces suivantes :

Promoteur T7 : 5>-TAATACGACTCACTATAGGG-3’

BCH reverse : 5’-TAGAAGGCACAGTCGAGG-3’

Gasp-2-564 fw : 5’>-CCACCTGCCCTGTACAACAGC-3’

Gasp-21145 rev : 5’-CTGTAGGCCCAGCGTGGCTC-3’

Les amorces Promoteur T7 et BCH reverse correspondent a des séquences situées sur le
plasmide de part et d'autre de l'insert. La réaction d’amplification de séquences s’effectue
durant 25 cycles contenant les étapes suivantes: 96°C pendant 10 secondes ; 55°C pendant 5

secondes et 60°C pendant 4 minutes.
2.5. Purification de séquence

Les séquences amplifiées ont ét¢ purifiées par chromatographie d'exclusion sur colonne de

Séphadex™ G-50 (Sigma). Les colonnes sont réalisées a partir de 400 pl de séphadex lors

44



d’une centrifugation 3 minutes a 2500 rpm. Le produit de séquence est déposé au centre de la
colonne puis centrifugé. Apres une étape d’évaporation de 10 minutes a 94°C, la séquence
purifiée est reprise dans 10 pl de formamide en vue du séquencage sur le séquenceur Abi

3130 d’Applied Biosystem.

2.6. PCR quantitative en temps réel

2.6.1.Méthodologie SybrGreen
Les réactions de PCRq ont lieu dans 17,5 pl final comprenant 8.75uL. SYBR® Select Master
Mix (Applied Biosystems), 5,25 pmol de chacune des amorces et 25 a 50ng d’ADNc ou
ADN. Le SybrGreen, fluorochrome, s’intégre aux brins d’ADN lors de la PCR et libere de la
fluorescence verte, a 520 nm, quantifiée a I’aide d’un QuantStudio ™3 (Applied Biosystems)
au cours de D’amplification. Aprés 10 minutes a 95°C, I’analyse se fait durant 40 cycles
comprenant 15 secondes a 95°C, 1 minute a 60°C suivie d’une courbe de dissociation de 15
secondes a 95°C, 1 minute a 60°C et 1 minute a 95°C. L’analyse du nombre de copies se fait
par la méthode AACt en utilisant un géne rapporteur. Le choix des amorces est une étape

critique dont le protocole utilisé est décrit ci-dessous.

Design des amorces SybrGreen

Les numéros GI des séquences des transcrits a amplifier ont été récupérés grace a l'onglet
Nucléotide de Pubmed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/) avec les mots-clés « (X)
AND "Mus musculus"[porgn: txid10090] ». "X" représente le géne dont nous cherchons a
mesurer l'expression et "Mus musculus"[porgn:  txid10090]" représente 1'espéce.

Les paires d'amorces ont ¢ét¢ congues grace au  site  PrimerBlast
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Ce site permet de concevoir les amorces
en utilisant les sites Primer3 et Blast. Il donne la possibilit¢ de concevoir des amorces
directement a partir des séquences FASTA ou de l'identifiant GI. Plusieurs parametres
peuvent étre spécifiés afin de potentiellement concevoir les paires d'amorces les plus
efficaces :

- La taille du produit PCR (c'est un parametre important, pour la PCRq SybrGreen, la taille
recommandée des fragments a amplifier doit tre comprise entre 100 et 200 pb).

- Le Tm des amorces qui doit étre similaire afin que les amorces sens et antisens s'hybrident a
une température commune.

- L'inclusion d'intron qui impose au logiciel de choisir les amorces de telle fagon qu'un intron

soit encadré par ces amorces. Ainsi si 1'échantillon d'ADNc est contaminé par de I’ADN
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génomique), alors ce dernier ne pourra pas €tre amplifi¢ dans le temps d’¢longation choisi. En
effet, la présence de l'intron rendra cette s€quence beaucoup trop grande.

- La vérification de la spécificité des amorces qui donne la possibilité de choisir la base de
données et 1'organisme qui doivent €tre utilisés pour vérifier la spécificité des amorces.

- La possibilité de permettre aux amorces d'amplifier différents variants d'épissage du géne a
étudier.

Le site Oligocalc (http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html) permet de vérifier

que les amorces ne feront pas de structure secondaire. Ces structures secondaires sont de
différents types : la formation d'épingle a cheveux qui se produit quand une partie de I'amorce
est complémentaire d'une autre partie, 1'auto-complémentarité qui se produit lorsque 'amorce
est complémentaire avec elle-méme, formant ainsi des homo-dimeres d'amorces et la

complémentarité avec 'autre amorce qui mene a des hétéro-dimeres d'amorces.

Tests d'efficacité

La derniere étape dans le choix des amorces SybrGreen est la vérification des amorces par
PCR et PCRq. La PCR permet de vérifier que 'amplicon est a la taille attendue et qu'il n'y a
pas d'amplification aspécifique. La PCRq, quant a elle, permet de vérifier plusieurs
parametres :

- laprésence ou l'absence d'amplifications aspécifiques

- la formation de dimeres d'amorces

- l'efficacité des amorces.

La courbe de fusion va permettre de visualiser les amplifications aspécifiques ou la présence
de dimeres d’amorces. En effet, chaque produit d'amplification est caractérisé¢ par son Tm
(température pour laquelle 50% de I'ADN double brin est dissoci¢). Le Tm d'un produit
d'amplification est mesuré en suivant 1'évolution de la fluorescence lorsque la température
augmente. Cette évolution se traduit par une courbe régressive. En dérivant cette courbe, une
courbe caractérisée par la présence d'un (dans le cas ou il n'y a pas d'amplification
aspécifique) ou plusieurs pics (dans le cas ou il y a des amplifications aspécifiques) est
obtenue. L'abscisse du sommet du pic correspond au Tm d'un produit d'amplification. Le test
d’efficacité des amorces consiste a tester des dilutions sériées du méme échantillon d'ADNc
(chaque dilution étant au 1/10°™). L'obtention des Ct de chacune des dilutions permet de
tracer une droite de régression dont la pente de la courbe permet de calculer I'efficacité des

amorces. La pente de la courbe doit étre proche de -3,32 pour une efficacité¢ de 100%.
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transgéne

5’- AGACCGAGGAGAGGGTTAGG-3’ (Tm 58°C)

Amorces Taille | Efficacité
ADNc de Gasp-2 FGASP2-A : 5-ATG CGC CCT GAC CAA ATG TA-3' (Tm 60,03) 176pb | 74,17%
RGASP2A : 5-CTG TCC TGA GTA GTT GCC CG-3' (Tm 60,11)
cmMv PCMVII : 5-CCC ACT TGG CAG TAC ATC AA-3' (Tm 57,80) 90,60%
PCMVrl : 5-GCC AAG TAG GAA AGT CCC AT-3' (Tm 57,19)
CCR5 CCRS5-L1 : 5-GCA CAA AGA GAC TTG AGG CA -3' (Tm 58,40) 81pb | 80.47%
CCRS5-RI : 5-GTC ATC TCT AGG CCA CAG CA-3' (Tm 59,17)
Fabpd Fabp4F : 5-CTT CAA ACT GGG CGT GGA A-3'(Tm 58,29) 182pb | 9L11%
Fabp4R : 5-AAG TCA CGC CTT TCA TAA CAC-3' (Tm 56,83)
Myh1 MyhlF : §-CGC TCG AAG TTG CAT CCC TAA-3' (Tm 60,74) 151pb | 102,00%
MyhIR : 5-TGT TCT GAG CCT CGA TTC GC-3' (Tm 60,46)
Emen EmenF : 5-ATG GAA CAC CTC CCG AAG GA-3' (Tm 60,65) 199pb | 104,00%
EmenR : 5-TGG GAA CCT GGT AGC GTT GA-3' (Tm 61,12)
Mfap5 MfapSF : 5-ACC TTC CAC AGA TGA CCT AGC-3' (Tm 59,17) 280pb | 92,36%
Mfap5R : 5-ACA GGG AGG TCG GAA GT-3' (Tm 56,47)
Myh? Myh7F : 5-TCC TGC TGT TTC CTT ACT TGC TA-3' (Tm 59,67) 101pb | 102,00%
Myh7R : 5-TGA TAG AGA GGT AAG CCC AGG-3' (Tm 58,04)
Couple 1, coté Coté |F | 5°-ACC CAA GCT AGT TAA GC-3*(Tm 58°C) 150 pb
3’ du transgene 5°- CTG GCA GCA GGT TGG TCT-3’ (Tm 58°C)
Couple 2, Coté 5 du |F | 5°- GGA GAC CCA AGC TGG CTA GT-3’ (Tm 58°C) 130 pb
transgéne, 5°- CAG ATG GAT GAG CAC GAA GA-3"(Tm 58°C)
Couple A, Coté 3’ du |F | 5’- GCGAGAAGCGAGTCAAGAAG-3* (Tm 58°C) 110pb
transgene 5°- CCACTGGTGCTGGATATCTG-3’ (Tm 58°C)
Couple B, Coté 3" du | F | 5°- GTGGAACTGCTCGAGAAGAAG-3* (Tm 58°C) 150pb

Tableau 4 : Les différentes amorces utilisées.
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2.6.2. PCR quantitative Taqman (figure 15)
Le niveau d'expression des génes d’intérét est analysé en utilisant la technologie TagMan® a
I’aide du QuantStudio™ 3 (Applied Biosystems) et les sondes spécifiques pour chaque géne
Gasp-2 (MmO01308311_ml), Gasp-1 (MmO01308311 ml) et Mstn (Mm03024050 m1l). La
réaction se fait dans un volume final de 17,5ul a partir de 5 ng d'ADNCc avec le kit TagMan®
Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems) et selon les recommandations du
fournisseur. L’analyse s’effectue sur 40 cycles selon le méme programme que pour la
méthodologie  SybrGreen. Plusieurs genes de référence sont utilisés: Dffa
(Mm00438410 m1l), Gapdh (Mm99999915 gl) et f2m (MmO00437762 ml). Les résultats
obtenus sont analysés avec le logiciel QuantStudio™ Design & Analysis Software (Applied

Biosystems), a I'aide de la méthode des RQ.

2.7. Test ELISA
La mesure de la quantité de protéines GASP-2 dans le sérum de souris appartenant aux
différentes lignées TgGasp-2 a été réalisée par ELISA avec le kit DuoSet Ancillary Reagent

Kit 2 (R&D Systems) selon les recommandations du fournisseur.
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Avant amplification Apres amplification

™ e S

ADN double brin

Le SYBR Grenn en solution émet peu de fluorescence Durant I'élongation, il se fixe sur 'ADN double brin naissant, entrainant
une augmentation de la fluorescence

Sonde Tagman Lorsque la sonde est intacte, il y a un transfert d’énergie depuis le
reporter (haute énergie) vers le quencher (basse énergie)
FP —>5@ '
3 5
5’ 3’ Pas de signal fluorescent émis par le reporter
* RP
FP
L |
3 5 Au cours de I'élongation catalysée par la Taq Polymérase, I'activité 5’
5 3’ nucléase coupe la sonde ce qui entraine la libération du reporter
D ——
g RP
{:,/'44*? - e
FP T
3 5 Lorsque la polymérisation est complétée, pour chaque molécule
5 3’ d’ADN synthétisée, un reporter émet de la fluorescence
RP

Figure 15 : Différences entre la qPCR SybrGreen et la qPCR Tagman

La différence principale entre la technologie SybrGreen et la technologie Tagman a lieu au niveau de la
géneration de la fluorescence. Ainsi dans le cas de la technologie SybrGreen, la fluorescence est émise
lorsque l'agent intercalant SybrGreen se fixe sur I'ADN double brin au niveau du petit sillon (ce n'est donc
pas un agent intercalant comme le BET et est donc nettement moins toxique). Dans le cas de la
technologie Taqman, la fluorescence est émise lorsqu'une sonde complémentaire a une partie de la
sequence a amplifier est hydrolysée par l'activite 5' nucléase de la Taq Polymérase. Les avantages de la
technologie SybrGreen sont le prix des amorces, la facilité d'utilisation, le fait que des mutations de I'ADN
cible (en dehors des séquences reconnues par les amorces) n'affectent pas l'amplification. Les
inconvénients de la technologie SybrGreen sont le fait que la spécificité repose entierement sur les
amorces (d'ou la nécessité de tester les amorces) et des probléemes de surestimation de la quantification
(le SybrGreen se fixe a n'importe quelle molécule d'ADN double brin y compris des produits non
spécifiques comme les dimeres d'amorces). Les avantages de la technologie Tagman sont la spécificité
des amorces et la spécificité de I'hybridation de la sonde Tagman ainsi que la possibilité de multiplexage
(I'amplification de séquences différentes dans le méme puits) avec des sondes portant des fluorochromes
différents. Les inconvénients de la technologie Tagman sont le coiit des amorces qui rend difficile une
quantification de l'expression sur de nombreux genes.

(D apreés S Pereyre, Hopital Pellegrin)
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2.8. Mesure des activités enzymatiques du muscle squelettique par
spectrophotométrie

La mesure des activités enzymatiques se réalise a partir d’un homogénat de muscle a 5% (p/v)
dans un tampon pH 8.0 (250 mM sucrose, 2 mM EDTA, 10 mM Tris). Le muscle congelé est
broy¢ dans le tampon dans la glace avec un ultra-turax. Apres une centrifugation a 6000 rpm
pendant 15 min a 4°C, les surnageants sont prélevés et stockés dans la glace jusqu’a la mesure
des activités enzymatiques de la lactate déshydrogénase (LDH) et de [Disocitrate
déshydrogénase (ICDH) par I’automate Konelab 30 (Thermo Scientific).

La LDH caractérise le métabolisme anaérobie, tandis L’ICDH, enzyme du cycle de KREBS,

caractérise le métabolisme aérobie. Ces deux enzymes catalysent les réactions suivantes :

o) 0" o) (o}
\c/ NADH + H* \C/
I \ NAD* |
?=0 Z -~ HO-—CI—H
CH; lactate CH;
Pyruvate dehydrogenase i
CHy-CO0"~
| NAD NADH + H* CH) co0” CO0
H-C-C00" \/
| > H- C co0
HO -C -CO0" isocitrate
| dehydrogenase 0= c Co0" H
H
Isocitrate Oxalosuccinate o-Ketoglutarate

Figure 16 : Les réactions catalysées par les enzymes LDH et ICDH

L’activité de ’enzyme LDH (lactate dehydrogenase) est détectable en mesurant la disparition du NADH a
340 nm par unité de temps.

L’activité de [’enzyme ICDH (isocitrate dehydrogenase) est détectable en mesurant la formation du

NADH a 340 nm par unité de temps.
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Le dosage de D’activité de la LDH et de P’ICDH est basé sur la mesure a 340 nm de la
disparition du NADH (cas de la LDH) ou de sa formation (cas de I'ICDH) par unité de
temps. Cette valeur est proportionnelle a ’activité des enzymes et permet leur détermination
selon la formule suivante : Activité Enzymatique = (ADO/min * V¢ * Dil * Vy)/(e * Vg * Pg)
avec :

- ADO/min : la variation de DO par minute.

- V¢ le volume de la cuve en ml.

- Dil : le facteur de dilution.

- Vi : le volume de I’homogénat en ml.

- ¢ : le coefficient d’extinction molaire 6,3 ml/pmol/cm.

- Vg : le volume de prise d’essai en ml.

- Pg : le poids de I’échantillon.

Le détail des dosages est présenté dans ’annexe 1.

2.9. Analyse protéomique par électrophorese bidimensionnelle

2.9.1.Extraction des protéines totales

La méthode d’extraction des protéines est basée sur une extraction des protéines totales. Le
quadriceps entier (200-250 mg) est broyé¢ dans I’azote liquide a 1’aide d’un mortier. Quatre
quadriceps issus de quatre animaux différents de la lignée TgGasp-1.20 et de la lignée FVB
sont prélevés, puis congelés directement dans 1’azote liquide et conservés a -80°C.

100 mg de poudre de muscle sont ensuite pesés et solubilisés dans 10 volumes de tampon urée
8 M, de thiourée 2 M, de CHAPS 4%, de DTT 0.5 mM, d’EDTA 250mM complémenté avec
un cocktail inhibiteur de protéases. Les extraits sont vortexés une dizaine de secondes. La
solubilisation des protéines est finalisée par deux cycles de sonication dans la glace (10
seconde a 10% d’amplitude). Apres une centrifugation de 15 minute/10000g/4°C visant a
¢liminer le matériel insoluble, le surnageant est précipit¢ a I’aide du kit 2D-Clean Up (GE
Healthcare, Suede) selon les recommandations du fabricant.

Les culots protéiques obtenus sont alors solubilisés dans un tampon urée 8§ M, thiourée 2 M, et
CHAPS 4%, puis dosés au niveau protéique en triplicat a 1’aide du kit 2D-Quant (GE
Healthcare, Suede) selon la procédure standard recommandée par le fabricant. Les extraits

protéiques sont aliquotés puis conservés a -80°C.
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La qualité des extraits est ensuite visualisée sur un gel SDS-PAGE. 20 pg de protéines
dénaturées a I’aide d’un Tampon de charge 5X (10% SDS p/v, 50% glycérol v/v, 300mM Tris
pH 6.8, 0.5M DTT) sont déposées sur un gel 10% SDS-PAGE (10*10.5cm) a 1’aide du
systtme VE 260 Hoefer de chez Amersham Biosciences. La migration est réalisée dans un
tampon de migration (192 mM Glycine, 25 mM Tris, 0.1% SDS (v/v)) a 4°C pendant 1h30 a
ampérage constant (20puA/gel). Le gel est ensuite coloré au bleu colloidal (voir chapitre 2.9.4.

Coloration des gels au bleu colloidal (G-250).

2.9.2. Premiére dimension : Isoélectrofocalisation

Réhydratation des bandes d’IPG Buffer Strip

L’¢étape de focalisation isoélectrique des protéines est réalisée sur des bandes d’IPG
(Immobilized pH gradient) de 18 cm avec un gradient de pH linéaire allant de 4 a 7
(Immobiline™ DryStrip pH 4-7, 7 cm, GE Healthcare, Sue¢de). Les bandes sont réhydratées
dans un Reswelling Tray (Ge Healthcare) pendant 12 heures a température ambiante dans 125

pL de tampon de réhydratation dont la composition est présentée dans le tableau 5:

Constituants Concentration finale
Urée 8M

Thiourée 2M

CHAPS 4% (p/v)

DTT 65 mM

IPG Buffer pH 4-7 (GE Healthcare, Suéde) 1% (v/v)

Bleu de bromophénol traces

H,0 MilliQ q.sp.

Tableau 5 : Composition du tampon de réhydratation des bandes d'IPG

IEF (Isoélectrofocalisation)

Du DTT et de I'IPG Buffer sont additionnés aux extraits protéiques pour obtenir les mémes
concentrations que la solution de réhydratation. Les échantillons (700 pg/gel) sont ensuite
déposés sur les bandes dans les cupules de dépdt (Cup loading, GE Healthcare) placées du
coté anode. L’IEF est réalisée a 20°C sur un systéme IPGphor (GE Healthcare, Suéde). 75 pA

sont appliqués a chaque gel selon les étapes décrites (figure 17).
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Figure 17: Gradient de voltage au cours de I'étape d'IEF

Un gradient de voltage permet une séparation précise des protéines selon leur pHi.

Apres la focalisation des protéines soit 85 KVhs, les gels sont incubés 15 minutes dans une
solution de réduction (Tris pH 8,8, SDS 2%, urée 6 M, glycérol 30%, et DTT 125 mM), suivi
par 15 minutes dans une solution d'alkylation (Tris pH 8,8, SDS 2%, urée 6 M, glycérol 30%,
iodoacétamide 125 mM, et des traces de bleu de Bromophénol). 3 réplicats techniques ont été

effectués par échantillon biologique.

2.9.3. Deuxiéme dimension : SDS-PAGE

Les gels de premicre dimension sont déposés sur un gel d’électrophorese de polyacrylamide
10% (21*26cm) (voir composition tableau 6). De 1’agarose 1% (p/v) est coulé entre les deux
plaques du gel de seconde dimension permettant de maintenir les deux gels en contact.

L’¢lectrophorese est alors réalis€e sur un systeéme de séparation vertical Dalt 6 chez Ge
Healthcare équipé d’un générateur de type Electrophoresis Power Supply 1001 (GE

Healthcare, Suede) et d’un cryothermostat.

Constituants du gel SDS-PAGE 1.5mm Concentration
Acrylamide 40% (GE Healthcare, Suéde) 10% (v/v)
Bisacrylamide 2% (GE Healthcare, Suéde) 2,7% (v/v)
Tris 1.5 M pH 8,8 0.386 M

SDS 20% 0,1% (v/v)
APS 10% 0,05% (v/v)
Temed 0,1% (v/v)
H,0 MilliQ q.s.p-

Tableau 6 : Composition du gel de polyacrylamide
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La migration est réalisée dans un tampon de migration (192 mM Glycine, 25 mM Tris, 0.1%

SDS (v/v)) a 4°C pendant 30 min a SWatts/gel puis 4h30 a 17Watts/gel.

2.9.4. Coloration des gels au bleu colloidal (G-250)

La révélation des protéines au bleu colloidal nécessite quatre étapes successives. Les protéines
sont tout d’abord fixées dans le gel en I’'immergeant pendant 2 h minimum dans une solution
d’éthanol a 30% (v/v) contenant 2% (v/v) d’acide orthophosphorique. Le gel est ensuite
immergé dans deux bains successifs de 30 min d’acide orthophosphorique 2% (v/v). La
coloration est réalisée dans une solution de sulfate d’ammonium 1,2 mM contenant 18 % (v/v)
d’¢éthanol et 2% (v/v) d’acide orthophosphorique. Apres 30 min, 1% (v/v) d’une solution de
bleu colloidal G-250 (Merck, Allemagne) a 0,5% (p/v) est additionnée a la solution de
coloration. Le gel est coloré pendant 72 h sous agitation tridimensionnelle, a température
ambiante. Les gels sont ensuite stockés dans une solution d’acide acétique 3% a 4°C. 3

réplicats techniques sont réalisé€s par réplicat biologique.

2.9.5. Analyse Informatique des cartes protéiques

Les gels sont scannés avec Image Scanner II (GE Healthcare) et les images sont analysées par
le logiciel Progenesis Samespot de la société Non linear Dynamics. Les images 2D issues du
protéome musculaire de la lignée TgGasp-1.20 sont comparées avec celles issues de la lignée
FVB. Les données sont exprimées en ratio correspondant au volume (intensit¢ X surface)
d’un spot protéique issu de la carte protéique TgGasp-1.20 sur le volume du méme spot issu
de la carte protéique FVB.

Les variants protéiques sont validés aprés un t-test avec p <0,05, une puissance supérieure a

70% et un ratio supérieur a =1.2 fois.

2.9.6. Digestion des protéines
Les spots protéiques sont excisés a partir des gels d’¢lectrophorése 2D colorés au bleu de
Coomassie G-250. Les spots sont tout d’abord décolorés par lavage a 1’eau milliQ puis
déshydratés dans 50 pul d’ACN et réhydratés dans 50 pl de bicarbonate d’ammonium 100 mM
pendant 15 minutes a 37°C. Une quantité équivalente d’ACN est ensuite ajoutée au mélange
précédent et apres une incubation de 15 minutes a 37°C, les spots sont séchés au speed vac.

La trypsine est préparée a partir d’une solution stock a 0.1pg/ul diluée dans du bicarbonate
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d’ammonium 25 mM pour une concentration finale de 10 ng/ul. Les spots déshydratés sont
incubés avec 25 pl de trypsine a 10 ng/ul (soit 250 ng par spot) toute la nuit a 37°C. Les
surnageants sont récupérés dans un microtube 0,5 ml et les peptides résultant de la digestion
trypsique sont successivement extraits par 50 pul d’ACN 40%-FA 1 %, 10 ul d’ACN 25%-FA
1% et 25 pul d’ACN 60%. Tous les surnageants sont alors rassemblés et évaporés a sec au

speed vac.

2.9.7. Analyse par spectrométrie de masse

Apres la digestion trypsique, les peptides sont resolubilisés dans 7 pl de solvant du module
Switchos (ACN 2%, TFA 0.05%) pour I’analyse par nano-LC MS/MS, composé d’un
systtme de nano-chromatographie liquide LC Packings (Dionex, Amsterdam, Pays-Bas)
couplé a un spectrometre de masse QTRAP (Applied Biosystems). Pour chaque échantillon, 5
ul sont injectés dans une pré-colonne (C18 PepmapTM 300um ID x Smm) avec un débit de
30 pl/min de solvant du module Switchos. Aprés une étape de dessalage de 3 minutes, la pré-
colonne est couplée a la colonne analytique (C18 PepmapTM 75um ID x 150mm) équilibrée
préalablement avec 100% de solvant A (ACN 2%, FA 0.1%). Les peptides sont ¢élués de la
pré-colonne vers la colonne analytique et ensuite vers le spectrometre de masse grace a un
gradient linéaire de 0% a 50% de solvant B (ACN 90%, FA 0.1%) pendant 65 minutes a un
débit de 300 nl/min.

L’acquisition des données est réalisée selon la méthode IDA (Information-Dependant
Acquisition) du logiciel Analyst 1.4.2 (Applied Biosystems). Les données de MS et MS/MS
sont enregistrées de fagon continue avec une durée de cycle de 3 secondes. Pour chaque scan
MS, deux précurseurs sont sé€lectionnés pour la fragmentation, sur la base de leur intensité
(supérieure a 20 000 cps), de leur ¢état de charge (2+, 3+), et si ce précurseur a déja été
sélectionné précédemment pour la fragmentation (exclusion dynamique). Les énergies de
collision sont ajustées automatiquement en fonction de 1’état de charge et de la masse des ions

précurseurs sélectionnés.

2.9.8.Recherche dans les bases de données
Pour I’identification des protéines, les résultats de I’analyse par nano-LC MS/MS sont utilisés
pour interroger la banque de données Swiss Prot par le logiciel Mascot (version 2.2, Matrix
Science, Angleterre) avec les critéres suivants : ’espéce Mus musculus, 0.5 Da de tolérance
pour la masse des peptides et des fragments peptidiques, un seul site de clivage manqué lors

de la digestion par la trypsine, et enfin la carbamidométhylation des résidus cystéine (due a
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I’alkylation des groupements —SH par 1’iodoacétamide) et I’oxydation de la méthionine
comme modifications variables. L’identification des protéines est validée si au moins 2
peptides ont un score supérieur a 25, ou un peptide de score supérieur a 50 avec un taux de

confiance au moins égal a 95%.

2.10.  Western Blot

20 pg de protéines totales dénaturées a I’aide d’un Tampon de charge 5X (10% SDS p/v, 50%
glycérol v/v, 300mM Tris pH 6.8, 0.5M DTT) sont déposées sur un gel 10% SDS-PAGE
(10*10.5cm). La migration est réalisée dans un tampon de migration (192 mM Glycine, 25
mM Tris, 0.1% SDS (v/v)) a 4°C pendant 1h30 a ampérage constant (20 pA/gel). Le gel est
ensuite €équilibré 10 minutes dans du tampon de transfert (192 mM Glycine, 25 mM Tris,
0.1% SDS (v/v), 20% méthanol (v/v). Il est ensuite transféré pendant 45 minutes sur une
membrane de nitrocellulose ECL 0.2 um a 1’aide de I’appareil a transfert TE7TOPWR (Ge
Healthcare) en appliquant 0.8mA/cm2.

La membrane est saturée dans du lait 5% TBS (50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, pH 7.6)
pendant 1h30 minimum sous agitation a température ambiante et rincée avec 3 bains de
tampon TBS.

Immunorévélation de la protéine GASP-1

2 ng de protéine humaine GASP-1 recombinante (RD System) sont déposés comme contrdle
positif des anticorps. Les anticorps primaires anti-GASP-1 (Rabbit, Sigma) dilué au 1/800"™
dans du lait 1% TBS sont incubés avec la membrane pendant 1 nuit a 4°C sous agitation
tridimensionnelle. Apres 3 ringages TBS de 10 minutes, les anticorps secondaires anti-rabbit
couplés a la Horse Radish Peroxydase (Goat, Sigma) dilué au 1/2000°™ dans du lait 1% TBS

sont incubés avec la membrane 2h a température ambiante sous agitation tridimensionnelle.

Immunorévélation de la protéine GRP78

La membrane est découpée en 2 parties, la partie supérieure pour la révélation de la protéine
GRP78 et la partie inférieure pour la protéine de référence GAPDH.

Les anticorps primaires GRP78 (Rabbit Polyclonal, Abcam) et GAPDH (Goat Polyclonal,
RD system) sont dilués au 1/2000“™ dans du tampon Lait 1% TBS et incubés avec la
membrane a 4 °C pendant 1 nuit sous agitation tridimensionnelle. La membrane est ensuite
rincée 3 fois avec du tampon TBS et incubée lh a température sous agitation
tridimensionnelle avec les anticorps secondaires anti-rabbit et anti-goat couplés a la

Horseradish Peroxydase (Sigma) dilués au 1/2000“™ dans du tampon lait 1% TBS.
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Révélation
Apres 3 lavages au TBS, les membranes sont révélées par le réactif Enhanced
Chemiluminescent (Roche Diagnostic, CN 11500694001) permettant 1’émission de lumicre.
Un film photographique (Amersham Hyperfilm ECL) est mis en contact puis plongé
successivement dans une solution de révélation et de fixation. Le signal est alors imprimé de

maniére définitive sur le film.

3. Suivi poids/taille
Chaque semaine, les souris des lignées TgGasp-2 et de la lignée contrdle ont été pesées du

jour du sevrage a 150 jours plus tard afin de déterminer des courbes de croissance.

4.  Prélevements d’échantillons biologiques

4.1. Prélévement de sang sur animaux anesthésiés
Apres avoir anesthésié les animaux dans une chambre d’induction par une anesthésie gazeuse
a I’isoflurane (1,5% isoflurane, 3 I/min en air), le volume sang nécessaire est prélevé au
niveau du sinus rétro-orbitaire sous héparine pour le plasma ou dans un tube sec pour le
sérum. Le sang est laiss€¢ a 4°C sur la nuit pour une coagulation lente puis centrigé pour

séparer le sérum.

4.2. Nécropsie
Apres le sacrifice des animaux par dislocation cervicale ou euthanasie gazeuse par CO,, les
muscles (quadriceps, pectoraux, soleus, tibialis anterior, gastrocnémien) sont individualisés et
pesés ainsi que les organes internes (pancréas, foie), les tissus adipeux (blanc et brun) et les
organes reproducteurs.
Les tissus utilisés pour des analyses enzymatiques, des extractions d’ARN ou de protéines
sont directement congelés a 1’azote liquide. Pour une utilisation histologique, les tissus sont

traités en fonction de leur utilisation ultérieure.

5.  Histologie
5.1. Inclusion paraffine
Apres avoir prélevé les tissus, ils sont fixés sur la nuit dans du formol avant d’étre inclus en

paraffine. Le cycle d’inclusion est réalis¢ a 1’aide d’un automate Leica biosystems
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(Automated Vacuum Tisue Processor ASP 6025) selon le programme décrit dans le tableau 7.

Les tissus sont ensuite inclus en cassette a 1’aide de la platine HistoCore (Leica Biosystems).

Protocole d'inclusion en paraffine Protocole de coloration HES

Etape |Réactif Temps Etape |Réactif Temps

1 Formol 1h 1 Xyléne 5 min

2 Ethanol 70% 40 min 2 Xyléne 5 min

3 Ethanol 80% 40 min 3 Ethanol 95% 3 min

4 Ethanol 95% 40 min 4 Ethanol 95% 3 min

5 Ethanol 100% 1h 5 Eau 5 min

6 Ethanol 100% 1h 6 Hématéine 5 min

7 Xyléne 1h 7 Eau 5 min

8 Xyléne 1h 8 Carbonate de lithium 30s

9 Xyléne 1h 9 Eau 3 min

10 Paraffine 1h 10 Eosine 3 min

11 Paraffine 1h 11 Eau 2 min

12 Paraffine 1h30 12 Ethanol 95% 2 min
13 Ethanol 95% 1 min
14 Safran 2 min 30
15 Ethanol 95% 2 min 30
16 Ethanol 95% 2 min 30
17 Xyléne 2 min
18 Xyléne 1 min 30

Tableau 7 : Protocole d’inclusion en paraffine et protocole de coloration HES

Apres I’inclusion en paraffine, des coupes de 4 um sont effectuées a I’aide d’un microtome et
collées sur lame avec du Stick On®. Les coupes sont conservées a température ambiante

avant coloration.

5.2. Inclusion OCT
Certaines analyses histologiques nécessitent des coupes d’organes non déshydratés et non
traitées. Apres prélévements, les tissus sont directement placés dans une solution d’OCT a -
80°C pour étre coupés au cryostat. L'OCT est une « colle », liquide et transparente a
température ambiante et blanche et dure a partir de -20°C. C’est un cryoconservateur, qui
préserve le tissu des congélations/décongélations intempestives, qui protége le tissu de tout
contact, qui évite la formation de cristaux dans le tissu conservé a -80°C. Dans le cas du

muscle squelettique, les tissus sont préalablement congelés dans une solution d’isopentane
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refroidie a 1’azote liquide dans une matrice d’OCT. Les tissus sont coupés a 10 um a d’aide

d’un cryostat et conservés a -80°C.

5.3. Coloration Hématoxyline-Eosine-Safran

La coloration Hématoxyline-Eosine-Safran est réalisée a 1’aide de I’automate de coloration de
lames Tissue-Tek® Prisma® selon le programme reporté dans le tableau 7. Les coupes sont

ensuite montées entre lame et lamelle avant d’étre observées au microscope.

5.4. Immunomarquage anti-laminine
Les lames cryostatiques, apres étre sorties du -80°C, sont séchées 30 minutes a température
ambiante. Les tissus sont fixées dans du PFA 4% pendant 10 minutes a température ambiante
sous la sorbonne. Les lames sont ensuite rincées trois fois pendant 5 minutes dans du PBS 1X.
Elles sont ensuite incubées pendant 1 heure avec la solution de saturation (Goat serum
10% ; BSA 1% ; Triton X-100 0,1% ; PBS 1X) pour empécher un marquage aspécifique. Les
lames sont rincées dans un bain de BSA 5%/PBS 1X puis séchées. Le contour des coupes est
tracé avec un feutre hydrophobe (empéche le liquide de s'étaler hors de la coupe). L'anticorps
primaire de lapin anti-laminine Sigma® 19393 est dilué¢ au 500 dans du PBS 1X puis
déposé au centre de la coupe. Les lames sont incubées sur la nuit, a 4°C, dans 1'obscurité et
sous une atmosphere humide pour empécher la dessiccation des coupes. Les lames sont
ensuite rincées 3 fois avec du PBS 1X puis incubées avec I’anticorps secondaire de chévre
anti-lapin couplé a I’Alexa Fluor® 546 (Life Technology), qui est dilué¢ au 1000°™ dans du
PBS 1X. L’incubation se fait pendant 15 minutes a 37°C a 'obscurité. Le surplus d’anticorps
est €liminé par des lavages successifs au PBS 1X. Les coupes sont colorées avec une solution
de DAPI diluée au 1000°™ dans du PBS 1X pendant 5 minutes, 4 température ambiante et &
I’obscurité. Le DAPI est un fluorochrome capable de se lier fortement aux bases adénine et
thymine de I’ADN et permettant ainsi de révéler les noyaux. Les lames sont ensuite rincées
deux fois 5 minutes avec du PBS 1X pour éliminer I’excédent de DAPI. Enfin les lames sont
montées avec une lamelle avec une solution de Montage (Mowiol®) et scellées a 1'aide d'un
vernis incolore. Les lames marquées sont conservées a l'abri de la lumiere a 4°C pour éviter
toute perte de fluorescence, jusqu'a leur observation au microscope a ¢épifluorenscence

(Leica® Microsystems DMI6000B).
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5.5. Immunomarquage — typage des chaines lourdes de myosine
Les lames cryostatiques, apres €tre sorties du -80°C, sont rincées rapidement dans du PBS 1X
puis incubées pendant 10 minutes dans une solution de saturation (BSA 5%/PBS 1X). Les
lames sont séchées et le contour des coupes est tracé avec un feutre hydrophobe. Les coupes
sont ensuite incubées pendant 1h a 37°C dans une atmosphere humide avec les différentes
solutions d’anticorps primaires de souris anti-myosine dilués au 2 (DSHB BA-D5 pour le
Type I, SC-71 pour le Type Ila, BF-F3 pour le Type IIb et 8H2 pour les Type I, IIx et IIb).
L’excédent d’anticorps est éliminé par 3 ringages de 5 minutes au PBS1X. Les anticorps
secondaires de chevre anti-souris couplés au fluorochrome Alexa Fluor® 488 (IgG ou IgM en
fonction des anticorps primaires utilisés,) sont dilués au 1000°™ puis incubés a ’obscurité
pendant 30 minutes a 37°C, sous atmosphere saturée en humidité. Les lames sont rincées 3
fois dans du PBS 1X pendant 5 minutes puis montées avec une lamelle avec la solution de

Mowiol® et du vernis incolore.

5.6. Observation et acquisition des images

Les lames ont été observées au grossissement 10 a l'aide d'un microscope a épi-fluorescence
Leica® Microsystems DMI6000B. Ce microscope permet de visualiser la fluorescence
émanant des différents fluorochromes utilisés en utilisant les filtres adaptés a chaque
fluorochrome utilisé (tableau 8).

L’acquisition des images est réalisée avec une caméra monochrome pilotée par le logiciel
MetaMorph® Microscopy Automation & Image Analysis Software (Molecular Devices).
Pour I’analyse de I’hypertrophie musculaire, 6 coupes sont analysées pour chaque individu.
En fonction de la taille du muscle, 4 a 6 clichés sont réalisés pour chaque coupe (4 clichés
pour le soleus et le tibialis anterior contre 6 pour le gastrocnémien). L’analyse de
I’hyperplasie se fait également a partir de 6 coupes par individu mais I’intégralité de la coupe
est considérée. Enfin, en ce qui concerne le typage des fibres, il est impératif de travailler avec

quatre coupes sériées

Fluorochrome Longueur d’onde d’excitation | Longueur d’onde d’émission
Alexa Fluor® 488 495 nm 519 nm
Alexa Fluor® 546 556 nm 573 nm
DAPI 350 nm 470 nm

Tableau 8 : Les différents fluorochrome utilisés
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5.7. Analyse des images
Analyse de ’hypertrophie

Les clichés ont été analysés a 1’aide du logiciel Image] avec un programme semi-manuel.
Cette analyse se fait de la fagcon suivante : Apres ’ouverture de la photographie a analyser
(File/Open), I’analyse se fait en plusieurs étapes :

- ’augmentation du contraste (Process/Enhance Contrast/Saturated Pixels : 10%),

- le seuillage de I’image (Threshold/MinError/Apply),

- le cloisonnement manuel des fibres musculaires (Pencil Tool/2 pixels de large),

- la mesure de ’aire des fibres musculaires (Analyse Particles/Size : 500-20 000/OK).

Les données sont ensuites sauvegardées et analysées.

Analyse de ’hyperplasie

Les clichés ont été analysés a l'aide du logiciel Imagel. Un comptage manuel a été réalisé sur
I’ensemble des coupes correspondant au soleus. Pour le tibialis anterior et le gastrocnémien,

I’aire totale de la section musculaire a été divisée par la moyenne de ’aire des fibres.

Analyse du typage des fibres

Cette analyse utilise le logiciel Visilog (FEI). Pour chaque coupe, deux clichés sont
nécessaires, un correspondant au marquage laminine, le second a un anticorps anti-myosine.
Le marquage laminine permet d’identifier les fibres entre les différentes coupes. L’analyse
des fibres se fait ensuite a partir de la combinaison de trois marquages anti-myosine: le
marquage anti-myosine type I, IIx, IIb et enfin celui contre le type Ila. Chaque fibre est
identifiée comme positive, négative ou intermédiaire pour chacun des trois marquages et ces
résultats permettent de générer un codage pour chaque fibre qui permet ensuite d’identifier le
typage de chacune des fibres analysées. Les données sont présentées en pourcentage pour

chaque catégorie de fibres.

6.  Analyse in silico

6.1. Traitement des données brutes
Les données brutes ont pu étre analysées grace a la plateforme d’analyse en ligne
GenePattern (http://genepattern.broadinstitute.org/) développée par le Broad Institute aux
USA et a ses nombreux modules bio-informatiques. Le module bio-informatique

ExpressionFileCreator permet de transformer les fichiers CEL en entrée (dans notre cas,
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neuf fichiers CEL pour neuf puces a ADN/conditions contenue dans un fichier ZIP) en un
fichier unique RES en sortie. Un fichier RES correspond a une matrice de valeurs ou chaque
identifiant Affymetrix (correspondant a chaque sonde Affymetrix) est associ¢ a une valeur
d'intensité normalisée pour chaque condition. En effet, ce module permet de transformer les
valeurs d’intensité des signaux obtenues pour chaque sonde Affymetrix (issues de la lecture
de chaque spot par le scanner) en valeurs d’expression corrigées pour le bruit de fond et
normalisées. L’algorithme RMA (Robust Multiarray Analysis) a été utilis€ permettant une
correction du bruit de fond et une normalisation par la méthode des quantiles.

Le module bio-informatique CollapseDataset permet d'associer a chaque sonde Affymetrix le
géne correspondant. Pour fonctionner ce module a besoin de deux fichiers en entrée. Le 1
fichier correspond au fichier RES qui contient pour chaque identifiant Affymetrix les valeurs
normalisées d'intensité. Le 2™ fichier correspond a la "plateforme de la puce", c’est-a-dire, un
fichier spécifique du type de puce a ADN utilisée (icic MoGene 1 0 st.chip) qui associe a
chaque identifiant Affymetrix, le géne correspondant.

Comme plusieurs identifiants Affymetrix peuvent correspondre a un méme gene, ce module
réduit les différentes valeurs associées a un gene a une seule valeur (la médiane) afin de
faciliter 1'analyse des données. Pour chaque temps de différenciation (Oh, 12h et 24h), des
ratios ont été calculés (mutant/sauvage) afin d'identifier les geénes sous- et sur-exprimés. Les
genes dont le ratio est inférieur a 0,7 (sous-expression) ou supérieur a 1,3 (sur-expression) ont

¢été sélectionnés pour de plus amples analyses.

6.2. Analyse des données
Une analyse d’enrichissement en termes de Gene Ontology (GO) a été effectuée a partir des
listes de genes sous et sur-exprimés dans la condition mutante en comparaison de la condition
sauvage pour chaque temps de différenciation a I’aide de I'outil WebGestalt (Web-based

Gene Set Analysis Toolkit) (http://www.webgestalt.org).

Cet outil permet de réaliser des analyses d’enrichissement fonctionnel basés sur différents
parametres, comme les termes de GO (fonction moléculaire, processus biologique,
compartiment cellulaire), 1’appartenance a des voies de signalisation (KEGG, Pathways
Commons, WikiPathways), les associations genes/maladies, genes/drogues (PharmKB), la

localisation chromosomique...) (Zhang et al., 2005 ; Wang et al., 2013 ; figure 18).

62



8 organisms
Human, Mouse, Rat, Dog, Fly, Worm, Zebrafish, Yeast

A
[ |
Expression Array Probe IDs Gene IDs Protein IDs
*  Affymetrix * Gene Symbol e UniProt
*» Agilent * GenBank « |PI
e Codelink * Ensembl Gene * RefSeq Peptide
¢ lllumina * RefSeq Gene * Ensembl Peptide
* UniGene
* Entrez Gene
Genetic Variation IDs « SGD
* SNP arrays * MGI
* dbSNP * Flybase ID
* Wormbase ID
* ZFIN
\ J
I
201 ID types with mapping to Entrez Gene ID
- WebGestalt
78,612 functional categories with genes identified by
Entrez Gene IDs
A
[ |
Gene Ontology Pathway Network module
* Biological Process * KEGG * Transcription factor targets
* Molecular Function * Pathway Commons * microRNA targets
* Cellular Component » WikiPathways * Protein interaction modules
Phenotype Disease and Drug Chromosomal location

* Mammalian phenotype data ¢ Disease association genes ¢ Cytogenetic bands
* Human Phenotype Ontology * Drug association genes

Figure 18 : Architecture de la plateforme WebGestalt

La plateforme WebGestalt permet d’associer les différents genes et produits de génes de 8 organismes
différents a différentes catégories. Cela permet de réaliser des analyses d’enrichissement en termes de
Gene Ontology, Pathway, Réseau, Phénotype, Maladie ou localisation chromosomique.

(D aprés Wang et al., 2013).
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Pour réaliser cette analyse, il s’agit dans un premier temps de définir la liste de génes de
référence qui peut correspondre au génome complet ou a la liste de génes présents sur la puce
Affymetrix « mmusculus_affy mogene 1 0 st vl » par exemple.

Il est ¢galement nécessaire d’effectuer une correction de la p-value par test multiple, par
exemple la méthode BH (Benjamini et Hochberg, 1995), afin d’éliminer la possibilité
d’identifier des catégories par le biais du hasard.

Dans le cadre de l'enrichissement en termes de Gene Ontology, il est alors possible de
visualiser les résultats de I'analyse sous la forme de trois graphiques acycliques dirigés (DAG)
correspondant aux trois catégories de Gene Ontology « processus biologique », « fonction
moléculaire » et « compartiment cellulaire » (figure 19). De maniere interactive, il est
possible, en sélectionnant un nceud du DAG, d’ouvrir une table (tableau 9) montrant les génes

inclus dans la catégorie choisie de GO.

biological_process

calular / \
;?Tﬁ,:';g:] biobgical biolgical cellular
9e or-h regulation adhesion process
e 475 genes 156 genes 585 genes
bogencsis adjP=8.88e-85 adjP=1.15e-89 adjP=4 64e-113
379 genes
adjP=5 48e-156 / l \
—
cellular / /
component
organization = regulation regulation
or co;:"uﬁ'rnt of of call cell
bibgenesis o 1[??*1?’;:-[1 biolbgical biobgical adhesion division
at 32; _;‘ngr quality procass 156 genes 120 genes
callular 1d‘F;;4E1839.761 215 genes 464 genes adjP=3.18e-90 adjP=1.47e-87
evel ] e adjP=5.392-71 adjP=9.83e-84
327 genes
adjP=4.25e-138
T /
]
cellular = . e SR
component regulation ljegatm:- regulation _;:o,.,nrv_\:-
o it of regulation regulation
organization T of of of
= component biobgical colular biobgical
cellular et process
g organization procass L process
evel s W ez 440 genes s
327 genes 182 genes 269 genes adjP=5.048-77 296 genes
Sin o adjP=1.41e-87 adjP=1.60e- - o adjP=1.44e-9
adjP=3.326-143 adjP=1.41e-8 adjP=1.60e-83 adjP=1.44e-94
: 4 I Sl —

Figure 19: Graphiques acycliques dirigés
Le DAG regroupe les catégories enrichies et aide l'utilisateur a identifier les éléments biologiques
importants méritant d'étre analysés plus en détail. Chaque neeud montre le nom de la catégorie de GO, le

nombre de genes dans la catégorie et la p-value ajustée qui indique la significativité de l'enrichissement.
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Datab biological process

of cell proliferation

C=599; 0=92; E=34.17; R=2.69; rawP=1.88e-18; adjP=2.42e-16

Index
1

2

10
11
12
13
14
15
16

17

UserID

16423

15904

11535

18414

21380

18950

105855

16398

11482

12317

13982

20204

18128

54598

20304

22418

19664

Value
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

Gene Symbol
Cd47
Id4
Adm
Osmr
Tbx1
Pnp
Nckap1l
Itga2
Acvrll
Calr
Esrl
Prrx2
Notch1
Calerl
Ccls
Wnt5a

Rbpj

ID:G0:0008284

Gene Name

CD47 antigen (Rh-related antigen, integrin-associated signal transducer)
inhibitor of DNA binding 4

adrenomedullin

oncostatin M receptor

T-box 1

purine-nucleoside phosphorylase

NCK associated protein 1 like

integrin alpha 2

activin A receptor, type II-like 1
calreticulin

estrogen receptor 1 (alpha)

paired related homeobox 2

notch 1

calcitonin receptor-like

chemokine (C-C motif) ligand 5
wingless-related MMTV integration site SA

recombination signal binding protein for immunoglobulin kappa J region

Tableau 9 : Génes inclus dans une catégorie de GO

EntrezGene

16423

15904

11535

18414

21380

18950

105855

16398

11482

12317

13982

20204

18128

54598

20304

22418

19664

Ensembl

ENSMUSG00000055447
ENSMUSG00000021379
ENSMUSG00000030790
ENSMUSG00000022146
ENSMUSG00000009097
ENSMUSG00000021871
ENSMUSG00000022488
ENSMUSG00000015533
ENSMUSG00000000530
ENSMUSG00000003814
ENSMUSG00000019768
ENSMUSG00000039476
ENSMUSG00000026923
ENSMUSG00000059588
ENSMUSG00000035042
ENSMUSG00000021994

ENSMUSG00000039191

La table fournit également le nombre total de genes dans la catégorie (C), le nombre de genes se trouvant dans

la liste de genes d'intéréts et dans la catégorie (O), le nombre de geénes attendu dans la catégorie dans

I'hypothése ou il n'y a pas d'enrichissement (E), le ratio d'enrichissement (R), la p-value provenant du test

hypergéométrique (rawP) et la p-value ajustée d'apreés l'ajustement par test multiple.
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Résultats
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La myostatine, un membre de la famille des TGFp, est un régulateur négatif de la croissance
musculaire et représente un acteur incontournable de I’équilibre entre anabolisme et
catabolisme dans le muscle. Dans de nombreuses maladies musculaires, cet équilibre est
altéré. Des mutations « perte de fonction» du gene de la myostatine associées a une
hypertrophie musculaire ont été décrites dans différentes especes (souris, bovin, chien,
mouton, poisson..). Le réle de la myostatine s’exerce a plusieurs étapes de la myogénese :
détermination du nombre des fibres musculaires, différenciation, croissance des myofibres,
controle de 1’équilibre hypertrophie/atrophie. Une des lignes de recherche dans un contexte
thérapeutique est le ciblage de la voie de signalisation de la myostatine via ses inhibiteurs.
Parmi ses inhibiteurs, nous nous sommes focalisés sur les protéines GASP, GASP-1 et GASP-
2, qui sont les uniques représentantes d'une famille de protéines a multidomaines.

Afin de mieux appréhender le role de ces protéines, le laboratoire a généré des lignées
murines sur-exprimant Gasp-1 (TgGasp-1) ou Gasp-2 (TgGasp-2). Si avant mon arrivée au
laboratoire, les souris TgGasp-1 avaient ¢été caractérisées phénotypiquement au niveau
musculaire, la lignée TgGasp-2 n’avait pas encore ¢té établie. D’autre part, afin de déterminer
quels acteurs moléculaires peuvent étre dérégulés lors de la sur-expression de GASP-1, une
¢tude transcriptomique a €té€ entreprise a partir de myoblastes primaires sur-exprimant ou non

Gasp-1.
1. Ktude in vivo du réle de la protéine GASP-2

1.1.  Création d'un modéle de souris sur-exprimant GASP-2
1.1.1. Construction du vecteur de sur-expression psurgasp-2

La construction du vecteur de sur-expression psurgasp-2 a consisté a cloner la séquence de
I'ADNc de Gasp-2 dans le vecteur d'expression pcDNA3.1-V5/His. Le but est de créer par
transgenese aléatoire un modele murin exprimant de fagcon constitutive le transgene Gasp-2.
Ce vecteur d'expression permet de placer sous le controle du promoteur CMV, la séquence
d'ADN codant pour la protéine GASP-2 et de réaliser une fusion traductionnelle de cette
protéine en C-terminal avec 1’épitope V5 couplé a une étiquette 6Xhis. L’amplification de la
séquence codante de Gasp-2 (figure 20) a été réalisée a partir d’ADNc issu de la
rétrotranscription de 1 pg d’ARN totaux de muscle squelettique de souris de fond génétique
FVB. La séquence amplifiée a tout d’abord été clonée dans le vecteur pCR-TOPO®TA.

Apres vérification de 1’absence de mutations ponctuelles par séquencage de D’insert, le
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plasmide amplifié a été digéré par les enzymes BamHI et Notl, deux sites de restrictions
uniques. L’insert de 1,6 kb a été purifi¢ sur gel avant d’étre cloné dans le vecteur d’expression
digéré préalablement par les mémes enzymes. Le plasmide nouvellement obtenu a été vérifié
par séquencage avant d’étre utilisé pour la transgenése. Nous avons également vérifié que la

séquence clonée se situait bien dans le bon cadre de lecture.

ATGCCTGCCCCACAGCCATTCCTGCCTCTGCTCTTTGTCTTCGTGCTCATCCATCTGACCTCGGAGACCAACCTGC
TGCCAGATCCCGGAAGCCATCCTGGCATGTGCCCCAACGAGCTCAGCCCCCACCTGTGGGTCGACGCCCAGAGCAC
CTGTGAGCGTGAGTGTACCGGGGACCAGGACTGTGCGGCATCCGAGAAGTGCTGCACCAATGTGTGTGGGCTGCAG
AGCTGCGTGGCTGCCCGCTTTCCCAGTGGTGGCCCAGCTGTACCTGAGACAGCAGCCTCCTGTGAAGGCTTCCAAT
GCCCACAACAGGGTTCTGACTGTGACATCTGGGATGGGCAGCCAGTTTGTCGCTGCCGTGACCGCTGTGAAAAAGA
ACCCAGCTTCACATGTGCTTCTGATGGCCTTACCTATTACAACCGCTGCTACATGGACGCAGAAGCCTGCCTGCGG
GGTCTCCACCTGCACGTTGTACCCTGTAAGCACATTCTCAGTTGGCCGCCCAGCAGCCCGGGACCACCCGAGACCA
CTGCTCGCCCAACCCCTGGGGCTGCTCCCATGCCACCTGCCCTGTACAACAGCCCCTCACCACAGGCAGTGCATGT
TGGGGGGACAGCCAGCCTCCACTGTGATGTTAGTGGCCGTCCACCACCTGCTGTGACCTGGGAGAAGCAGAGCCAT
CAGCGGGAGAACCTGATCATGCGCCCTGACCAAATGTATGGCAACGTGGTTGTCACCAGTATCGGACAGCTAGTCC
TCTACAATGCTCAGTTGGAGGATGCGGGCCTGTATACCTGCACTGCACGAAACGCTGCCGGCCTGCTGCGGGCCGA
CTTTCCCCTTTCCGTTTTACAGCGGGCAACTACTCAGGACAGGGACCCAGGTATCCCAGCCTTGGCTGAGTGCCAG
GCCGACACACAAGCCTGTGTTGGGCCACCTACTCCCCATCATGTCCTTTGGCGCTTTGACCCACAGAGAGGCAGCT
GCATGACATTCCCAGCCCTCAGATGTGATGGGGCTGCCCGGGGCTTTGAGACCTATGAGGCATGCCAGCAGGCCTG
TGTTCGTGGCCCCGGGGATGTCTGTGCACTGCCTGCAGTTCAGGGGCCCTGCCAGGGCTGGGAGCCACGCTGGGCC
TACAGCCCACTGCTACAGCAGTGCCACCCCTTTGTATACAGTGGCTGTGAAGGAAACAGCAATAACTTTGAGACCC
GGGAGAGCTGTGAGGATGCTTGCCCTGTACCACGCACACCACCCTGTCGTGCCTGCCGCCTCAAGAGCAAGCTGGC
TCTGAGCTTGTGCCGCAGTGACTTTGCCATCGTGGGGAGACTCACAGAGGTCCTGGAGGAGCCCGAGGCTGCAGGC
GGCATAGCTCGTGTGGCCTTGGATGATGTGCTAAAGGACGACAAGATGGGCCTCAAGTTCTTGGGCACCAAATACC
TGGAGGTGACATTGAGTGGCATGGACTGGGCCTGCCCATGCCCCAACGTGACAGCTGTCGATGGGCCACTGGTCAT
CATGGGTGAGGTTCGTGAAGGTGTGGCTGTGTTGGACGCCAACAGCTATGTCCGTGCTGCCAGCGAGAAGCGAGTC
AAGAAGATTGTGGAACTGCTCGAGAAGAAGGCTTGTGAACTGCTCAACCGCTTCCAAGACTAG

Figure 20 : Séquence de I'ADNc de Gasp-2 insérée dans le vecteur de sur-expression

La séquence codante de Gasp-2 a été amplifiée de maniére a ce que le codon stop de Gasp-2 ne se
retrouve pas dans le transgene. Ainsi la transcription du transgene TgGasp-2 continuera jusqu'au
prochain codon stop qui se situe en 3' du tag histidine. La protéine GASP-2 sera fusionnée avec le tag de

l'épitope V5 et du tag polyhistidine (figure 21).

1.1.2 Génération des lignées TgGasp-2
Avant d’injecter le transgéne dans les ovocytes de souris, nous avons digéré le vecteur par les
enzymes Sall et Nsil pour libérer la séquence minimum a microinjecter (figure 21), puis nous

avons purifié la séquence par précipitation a 1’éthanol 100%.
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pcDNA3.1/
V5-His-TOPO

Digestion enzymatique
par Sall et Nsil
PCMV Gasp-2 V5-His 'BGHpA | 1 ori g2 SV40 ori
- = = 3a6pb
Fragment microinjecté

Promoteur CMV

Site de polyadénylation en 3' de l'inser

m Origine de réplication pour ADN monobrin

SV40 ORI Promoteur SV40 et origine de réplication
Géne de résistance a la néomycine

SV40 pA Signal de polyadenylation de SV40
Séquence du plasmide pUC

Géne de résistance a I'ampicilline

Figure 21 : Représentation du vecteur utilisé pour cloner le transgéne CMV Gasp-2
Les enzymes de restrictions BamHI et Notl sont utilisées sur le vecteur de sur-expression
pcDNA3.1/V5-His-TOPO® (Invitrogen) afin de générer des bouts saillants (résidus désoxythymidine (T)
saillant en 3') qui serviront de site d'intégration pour l'insert (ADNc de Gasp-2) qui est bordé de part et
d'autre de résidus deoxyadenosines (4) en 3'. Le transgeéne de forme linéaire utilisé pour la
microinjection est un des produits de digestion de psurgasp-2 par Sall et Nsil, soit le fragment de 3446 pb
qui comprend le promoteur du CMV, la séquence codante de Gasp-2, I’épitope V35, le tag polyhistidine, le
signal de polyadénylation de BGH et les origines de réplication fl et SV40. Deux couples d’amorces
(trait vert et trait bleu) en chevauchement entre le promoteur CMV et ’ADNc de Gasp-2 et deux couples

d’amorces du coté 3’ du transgene ont été utilisés pour génotyper les individus.
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L’¢étape de microinjection a été réalisée par 1’équipe de JL Vilotte (UMR GABI, Jouy en
Josas). Le transgene a été injecté dans des ovocytes de souris de fond génétique FVB (figure

22).

(30 —

i |
Souris normale \ 6)

Figure 22 : Les différentes étapes de la transgenése aléatoire

Une suspension d'’ADN exogéne est micro-injectée sous microscope a l'aide de micro-manipulateurs
dans un des deux pronoyaux d'un ceuf tout juste fécondé, au stade une cellule [1]. Les embryons
manipulés sont réimplantés dans l'oviducte d'une meére porteuse [2]. Environ trois semaines aprés la
naissance, une biopsie de queue est réalisée sur les souriceaux [3] ; I'ADN est extrait et analysé pour la
présence du transgene par PCR [4]. Une lignée de souris transgénique est établie en croisant chaque
fondateur (F0) avec une souris normale [5] ; des souris transgéniques hétérozygotes (F1) sont ainsi
obtenues [6], et éventuellement croisées entre elles pour obtenir des F2 homozygotes pour le transgéne
[7]. Dans 5% a 10% des cas, l'insertion aléatoire du transgéne peut avoir modifié l'expression d'un géne
endogene nécessaire au développement. Dans ces cas, il est possible de ne pas obtenir de F2
homozygotes viables.

(D'apreés Morello, 1999).
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Nous avons choisi de travailler avec ce fond génétique car cette lignée est caractérisée par de
bonnes performances de reproduction et une bonne survie des ovocytes apres injection. Les
embryons manipulés ont ét¢ réimplantés dans plusieurs meres porteuses de méme fond
génétique. Les souriceaux obtenus ont ensuite été testés pour la présence du transgene
TgGasp-2 par une analyse PCR a partir de 'ADN génomique extrait des queues des
souriceaux. Pour cela, deux couples d’amorces ont été¢ choisis en chevauchement entre le
vecteur et I’insert : un premier dans la partie 5’ du transgéne incluant une partie du promoteur
CMV et une partie dans I’ADN de Gasp-2 et le second dans la partie 3° du transgene (tableau
4, figure 21). Cette analyse a permis d'identifier quatre individus porteurs d’au moins un
transgene dans leur génome. A partir de ces souris transgéniques, appelées fondateurs, nous
avons vérifi¢ la transmission du ou des transgénes a la descendance (tableau 10). Quatre
lignées indépendantes ont été obtenues en les croisant avec des souris non transgéniques de
fond génétique FVB. Ces lignées ont ét¢ nommées TgGasp2.1, TgGasp-2.2, TgGasp-2.8 et
TgGasp-2.9.

Analyse de la descendance

Fondateur | Nombre total |Individus positifs pour le Tg | Transmission du Tg
Gasp-2.1 22 6 27%
Gasp-2.2 13 9 69%
Gasp-2.8 22 1 4%
Gasp-2.9 12 6 50%

Tableau 10 : Analyse de la descendance

En fonction du nombre de transgeénes présent chez les fondateurs, le pourcentage de transmission
attendu doit étre d’au moins 50% s’il n’y a pas d’effet direct ou indirect du transgene sur la

viabilité et le systéme de reproduction des animaux par exemple.

En considérant qu’un seul transgene est intégré dans le génome, la transmission doit répondre
aux lois de I’hérédité mendélienne, il en découle qu’elle doit étre égale a 50%. Si le nombre
de transgenes intégrés dans le génome est supérieur a 2 et qu’ils sont génétiquement
indépendants, le taux de transmission attendu est supérieur a 50%. Au cours de la premicre
génération, ce pourcentage de transmission peut €galement dépendre de I’existence d’un
mosaicisme chez I’animal fondateur, dans ce cas, nous identifirons un pourcentage de
transmission en dessous de 50%. Cependant, a partir de la seconde génération, nous devons
retrouver une hérédité mendelienne. Pour les lignées TgGasp-2.1 et TgGasp-2.8, le taux de

transmission est respectivement de 27% et 4%, bien inférieur aux valeurs attendues. En
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considérant que le fondateur n’est pas un individu mosaique, ce résultat montre que le
transgene doit avoir un effet délétére sur les individus transgéniques di soit au site
d’intégration du transgene soit au niveau d’expression du transgeéne. Les lignées TgGasp-2.2
et TgGasp-2.9 ont un taux de transmission du transgene supérieur a 50%. Ces valeurs sont en
accord avec une transmission mendélienne. Nous pouvons donc supposer que la surexpression
de Gasp-2 n’a pas d’effet délétere sur la survie des individus et que les résultats obtenus pour
les lignées TgGasp-2.1 et 2.8 sont dus au lieu d’intégration du transgeéne. L’observation de la
seconde génération dans la lignée TgGasp-2.8 (Annexe2) nous permet de considérer que le
faible taux de transmission n’est pas associé¢ a du mosaicisme. En effet, I’individu F1 obtenu a
partir du fondateur présente également un faible taux de transmission du transgéne égal a
25%. Cette seconde génération appuie notre hypothese. Dans le cas de la lignée TgGasp-2.1,
nous ne pouvons pas exclure que le fondateur ne soit pas un individu mosaique car a la seonde

génération, le taux de transmission du transgene est relativement élevé.

1.1.3 Stabilisation des lignées TgGasp-2
Chaque fondateur posséde un nombre de copies du transgéne différent et les sites d’insertions
ont une tres faible probabilité d’étre identiques chez ces individus. De plus, ces individus sont
hétérozygotes pour chaque locus ou s’est intégré le transgene. Nous avons cherché a obtenir
des lignées homozygotes pour le transgene a partir de chaque fondateur. Cette étape consiste a
réaliser des croisements entre individus hétérozygotes pour les deux mémes alleles aux
mémes locus, afin que les lignées hétérozygotes (Tg/WT) deviennent (Tg/Tg) aux différents
loci d’insertion du transgene. Les descendants ont ét¢ génotypés par PCR quantitative afin de
sé¢lectionner les individus homozygotes Tg/Tg. Nous avons pu obtenir trois lignées a 1’état
homozygote : les lignées TgGasp-2.1 TgGasp-2.2 et TgGasp-2.9. Enfin, la lignée TgGasp-2.8
n’a jamais donné de descendants homozygotes avec une perte du transgene au cours des

générations.

1.2.  Choix du modéle murin de sur-expression

L'insertion aléatoire d'un transgene peut entrainer des phénotypes diis a l'insertion du
transgene et non au transgene lui-méme. Afin de s'affranchir de cet effet de position, il est
nécessaire de caractériser les phénotypes sur au moins deux lignées. La premiere étape avant
d’initier 1’analyse phénotypique est de sélectionner les lignées les plus intéressantes pour
I’étude. Les critéres utilisés sont le nombre de transgeénes et son niveau d’expression, ¢’est-a-

dire I’expression de Gasp-2.
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1.2.1.Quantification du nombre de copies du transgene
L’estimation du nombre de copies du transgéne dans le génome se détermine par PCR
quantitative a partir du nombre de copies de Gasp-2 chez les lignées transgéniques et la lignée
FVB en utilisant des amorces spécifiques de I'ADNc et de I'ADN génomique de Gasp-2. En
effet, la lignée FVB a deux copies endogenes de Gasp-2 dans son génome or le RQ (le RQ est
une méthode d’analyse des données de PCR quantitative) associ€¢ a ce nombre vaut
arbitrairement 1. Ainsi, si une lignée transgénique a un RQ associ¢ au nombre de copies de
Gasp-2 égal a 5 alors le nombre de copies de Gasp-2 de cette lignée sera de 2*5 = 10 copies.
Pour obtenir le nombre de copies exogenes de Gasp-2 (le nombre de copie du transgene), il
suffit de soustraire les 2 copies endogenes de Gasp-2. Ainsi, une lignée avec un RQ associé au
nombre de copies de Gasp-2 €gal a 5 posséde 8 copies du transgene (2*5-2 = 8). Comme il est
important que la quantité d’ADN analysée soit la méme entre les différents individus, la
quantit¢ d’ADN est normalisée par un géne de référence, Ccr5 dont le nombre de copies est
identique entre la lignée sauvage et la lignée TgGasp-2.
Comme le promoteur CMV n’est pas présent chez les souris sauvages FVB, il n’est pas
possible d’estimer directement le nombre de transgeénes en utilisant les amorces spécifiques du
promoteur CMV, mais cela permet de confirmer les résultats obtenus.
Nous avons identifié 8 copies chez les individus homozygotes de la lignée TgGasp-2.1, 10
copies pour la lignée TgGasp-2.2 et 4 a 6 copies pour la lignée TgGasp-2.9. Les individus
hétérozygotes de chaque lignée présentent un nombre de copies deux fois plus faible. Cette
analyse a ¢ét¢ réalisée sur les individus de plusieurs générations successives pour vérifier la
stabilit¢ des transgeénes (tableau 11).
Les trois lignées testées ont un nombre suffisant de copies du transgene. Cependant, ce
nombre n'est pas li¢ a l'expression de Gasp-2 exogene. Il faut donc mesurer cette dernicre
pour déterminer quelles sont les lignées les plus adéquates. Apres avoir identifié le nombre de
copies du transgéne, nous avons regardé si ce transgeéne ¢€tait exprimé chez les différents

individus.
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Lignée génotype Nombre estimé de copies

TgGasp-2.9.20 Tg/Tg 5 copies
TgGasp-2.9.62 Tg/Tg 5 copies
TgGasp-2.9.112 Tg/+ 2 copies

Tableau 11 : Exemple de résultats obtenus pour I’estimation du nombre de copies
du transgéne dans les lignées TgGasp-2

Le nombre de copies du transgene des lignées TgGasp-2.1, TgGasp-2.2 et TgGasp-2.9 ainsi que de
souris sauvages FVB a été estimé a partir d’ADN génomique par qPCR SybrGreen. Des amorces
spécifiques de I'ADNc et de I'ADN génomique de Gasp-2 ainsi que du promoteur CMV et du gene de
référence CCRS ont été utilisées. Les données d'expressions ont été normalisées grdce a la méthode des
RQ. Principe de l'analyse : le RQ d'une souris sauvage est fixé a 1 et les amorces spécifiques de Gasp-2
sont spécifiques de I'ADNc et de I'ADN génomique de Gasp-2. Il est donc possible en se basant sur le
nombre connu de copies de Gasp-2 des souris sauvages (2 copies endogenes) de connaitre le nombre
total de Gasp-2 chez une souris transgénique (qui est égal a 2 * RQ) et donc de connaitre le nombre
exogene de Gasp-2 (qui correspond au nombre de transgénes et qui est égal a 2 * RQ — 2 copies
endogenes). Comme le promoteur CMV n'est pas présent chez les souris sauvages FVB, il n'est pas
possible d'estimer directement le nombre de transgene en utilisant les amorces spécifiques du promoteur

CMYV, mais cela permet de confirmer les résultats obtenus.
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1.2.2 Mesure de l'expression de Gasp-2 dans chaque lignée TgGasp-2

Le site d’insertion du transgene influe sur ’expression de celui-ci. Nous avons donc mesuré
I’expression de Gasp-2 dans différents tissus pour chacune des 3 lignées : les muscles des
bras, le cerveau, le coeur, les quadriceps, le muscle gastrocnémien, les pectoraux. Les résultats
de la figure 23 nous montrent une forte expression du transgene chez 1’ensemble des
individus testés et quelque soit le tissu. En effet, le promoteur utilis¢ est le CMV, celui-ci
entrainant une forte expression du géne qu'il contréle. De fagon plus précise, nous observons
une sur-expression d’un facteur 1000 chez la lignée TgGasp-2.1 homozygote pour les muscles
des bras, le cerveau, le coeur, les quadriceps, le gastrocnémien et les pectoraux. Comme
attendu, le niveau d’expression est plus faible chez les individus hétérozygotes de la lignée
TgGasp-2.1.

Nous observons une sur-expression d’un facteur d’environ 500 pour les individus
homozygotes de la lignée TgGasp-2.9 pour les muscles des bras. La sur-expression est
cependant un peu plus importante au niveau des quadriceps. Le niveau d’expression est plus
faible chez les individus hétérozygotes de la lignée TgGasp-2.9.

Enfin, nous observons une sur-expression d’un facteur d’environ 100 pour les individus
hétérozygotes de la lignée TgGasp-2.2 au niveau du cerveau et d’un facteur d’environ 1000 au

niveau des quadriceps.

1.2.3  Etude de la quantité des protéines GASP-2 dans le sang

Nous avons identifi¢ plusieurs copies du transgene dans les trois lignées TgGasp-2 et observé
une sur-expression de Gasp-2 dans les tissus testés. Qu’en est-il de la protéine? Le transgene
est-il correctement traduit et la protéine GASP-2 est-elle bien sécrétée? Nous avons donc
mesuré¢ la quantité de la protéine GASP-2 dans le sérum de souris des lignées TgGasp-2.1,
TgGasp-2.2 et TgGasp-2.9 par un test ELISA (figure 24). Quelque soit 1’age des individus
testés, la protéine est présente en quantité¢ plus importante dans les lignées transgéniques par
rapport a la lignée contrdle. Pour la lignée TgGasp-2.9, par exemple, GASP-2 est exprimée 4

fois plus que dans la lignée FVB controle.

75



10000

1000
§ —

100

)

10

Expression Relative

0,1

H
(g=u) 9Ad -—«

u) wy 1'z-dsend|

(g=u) and -

u)wy 1'z-dsend |

—
oa
[a]
V]
[}
®
g
o
=
1]
-
—_
=

u)wy g z-dseod |

{p=u) 13y T zdsend| I/
u) wy 6'z-dsend|
u) 18y 6'z-dsend |

(z=u) 1y T'z-dseos |

{z=u) 1y 7'z-dsend|

(T
(T
(1
(T
(T
(1

Muscles des bras Cerveau

10000
1000 § e
100 § \

10

Expression Relative

0,1

(€) and -—|

u) wy 1°z-dsend)

2
@
)
T
o)

—
o
[a)
Q
w
b
0
[
=
3
=

(=u) and

—‘
o
[0)
)
(%2}
i
»
©
=
@
-
=,
3

u) 13y 1'z-dseos] |
u) wy g'z-dsend)
u) wy T1'z-dsend|
u) 13y 1'z-dseos] |
u) 1y 6'z-dsens) |

(z=u) 1Yy T'z-dsend| I/

(T
{z=u) 19y 7'z-dsend|

(1
(T
(¢
(z
(T
(¢
(1

Coeur Quadriceps Gastrocnémien

Figure 23 : Expression relative de Gasp-2 dans les lignées TgGasp-2

Certaines souris des lignées TgGasp-2.1, TgGasp-2.2 et TgGasp-2.9 ont été sacrifices afin de mesurer
l'expression de Gasp-2. Dans cette optique, la plupart de leurs organes a été prélevée et certains d’entre
eux (muscles du bras, quadriceps et gastrocnémien, pectoraux, cerveau et coeur) ont été broyés afin
d'extraire leurs ARN en vue d'une quantification par PCR quantitative Tagman de l'expression de Gasp-2
apres rétrotranscription des ARN en ADNc. Lors de cette quantification par PCR quantitative, des sondes
Tagman spécifiques de Gasp-2 et des genes de références Dffa et Gapdh ont été utilisées. Les données
d'expression ont été normalisées grdce a la méthode des RQ. Pour chaque groupe d’organes, la valeur
moyenne des échantillons FVB a été ramenée a 1 et les valeurs des autres lignées ont été normalisées en
fonction de cette valeur. Les souris transgéniques montrent une augmentation de l'expression de Gasp-2
comparée a l'expression de Gasp-2 mesurée chez les individus sauvages. Les histogrammes barrés
représentent les individus hétérozygotes. hm : homozygote ; het : hétérozygote ; (n) : nombre d’individus

testes.
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Figure 24 : Expression relative de la protéine GASP-2 dans le sérum des lignées
TgGasp-2

A partir de sang de souris homozygotes TgGasp-2 et de souris sauvages, des tests ELISA ont été réalisés
en utilisant des anticorps anti-GASP-2 afin de mesurer la quantité de GASP-2 dans le sérum de ces
souris. Sur le graphique ci-dessus, la quantité de protéines GASP-2 est donnée en fonction de la quantité
de protéine GASP-2 mesurée dans l'échantillon de sérum prélevé chez une souris sauvage de fond
génetique FVB (cette quantité étant fixée a 1). Les souris de la lignée TgGasp-2.9 testées sur-expriment
environ 4 fois GASP-2, les souris de la lignée TgGasp-2.2 testées sur-expriment en moyenne 3 fois et les

souris de la lignée TgGasp-2.1 testées sur-expriment environ 1,5 GASP-2.

1.2.4  Généalogies

A ce stade, les souris des lignées homozygotes pour chaque lignée (TgGasp-2.1, TgGasp-2.2
et TgGasp-2.9) ont €t¢ mises en accouplement pour obtenir un nombre suffisant d'individus et
réaliser les études phénotypiques.

Comme le montrent les généalogies mises en annexe 2, certains croisements homozygotes
(hm) n'ont jamais donné de descendants alors que d’autres croisements homozygotes ont
donné des portées allant de quatre a huit souriceaux (les souris sauvages FVB pouvant donner
naissance a des portées allant jusqu'a douze souriceaux). Pour contourner et comprendre ce

probléme, les souris transgéniques a la base des accouplements ne donnant pas de descendant
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ont ét¢ croisées avec des souris sauvages FVB (croisement het) selon deux configurations,

c'est-a-dire des croisements entre les souris femelles transgéniques et des souris males

sauvages (croisement A) et des croisements entre les souris males transgéniques et des souris

femelles sauvages (croisement B). Les croisements A n'ont quasiment jamais donné de

descendants alors que les croisements B n'ont montré aucun probleéme de reproduction

(tableau 12). Une expressivité variable ou une pénétrance incompléte pourrait expliquer cette

observation. Le maintien des lignées a nécessité des croisements hétérozygotes entre des

males transgéniques et des femelles sauvages et des croisements homozygotes pour 1’analyse

phénotypique. Malgré tout, en ce qui concerne la lignée TgGasp-2.1, ces différents

croisements n'ont donné que treés peu de descendants et cette lignée n'a pas pu €tre maintenue.

L’analyse phénotypique a donc été effectuée sur les lignées TgGasp-2.9 et TgGasp-2.2

(annexe 2).
Croisement hétérozygote
Croisement homozygotes
avec male TgGasp-2 avec femelle TgGasp-2
Nombre de Nombre de Nombre de Nombre de Nombre de
Nombre de croisements
transmission croisements transmission croisements transmission
TgGasp-2.9 10 6 5 4 1 0
TgGasp-2.2 13 6 6 6 2 0
TgGasp-2.8 0 0 2 0 1 0
TgGasp-2.1 2 0 6 6 2 1

Tableau 12 : Efficacité des croisements des lignées TgGasp-2

Les lignées TgGasp-2.9 et TgGasp-2.2 ont pu étre maintenues a l’état homozygote. Ce n’est pas le cas des

lignées TgGasp-2.8 et TgGasp-2.1.
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1.3.  Caractérisation phénotypique

1.3.1. Courbes de croissance

Les premieres ¢tudes phénotypiques concernant les lignées TgGasp-2.9 et TgGasp-2.2 ont
porté sur I'obtention de courbes de poids (figure 25). Comme les descendants ont été difficiles
a obtenir en nombre suffisant pour obtenir les courbes de poids, les données de poids des
individus males et femelles ont été compilées pour I’obtention des courbes de poids. Nous
avons constaté que les individus de la lignée TgGasp-2.2 sont plus lourds que les individus de
la lignée FVB. Les individus de la lignée TgGasp-2.9 font sensiblement le méme poids que les

individus de la lignée FVB.
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Figure 25 : Courbes de croissance des souris TgGasp-2 et sauvages
Des souris des lignées transgéniques TgGasp-2.9 (n = 16) et TgGasp-2.2 (n=8) et de la lignée sauvage (n =
40) ont été pesées au cours de leur croissance afin d’établir des courbes de poids. Les barres d’erreurs

correspondent a l’écart moyen.

1.3.2. Caractérisation du phénotype musculaire

Masse corporelle et musculaire

Le role qu’exerce GASP-2 comme modulateur de l'activité de la myostatine suggere une

implication de GASP-2 dans le développement musculaire. Douze semaines aprés leur
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naissance, plusieurs muscles ont été¢ prélevés chez des souris des deux lignées TgGasp-2 et
chez des souris contrdles. Des muscles ont également été prélevés chez des souris présentant
une hypertrophie musculaire (1) la lignée TgGasp-1.20, sur-exprimant le géne Gasp-1 et (ii) la
lignée Mstn-/-, inactivée pour le gene de la myostatine. Les souris sacrifiées ainsi que les
différents muscles prélevés (quadriceps, gastrocnémien, pectoraux, tibialis anterior, soleus,

EDL) ont été pesés (figures 26 et 27).
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Figure 26 : Evaluation de la masse totale des souris

Des souris, dgées de 12 semaines, des lignées TgGasp-2.2 (n=5), TgGasp-2.9 (n=5), FVB (n=10), TgGasp-
1.20 (n=6) et Mstn-/- (n=5) ont été sacrifiées afin de déterminer la masse totale des souris et leur masse
musculaire respective. Les barres d’erreurs correspondent au SEM soit a [’écart-type divisé par la racine
de leffectif.

Les échantillons analysés étant réduits, il n'a pas été possible de vérifier que la distribution de la masse
totale des souris suivait la loi normale. L'utilisation du test t de Student n'étant donc pas possible, le test non
paramétrique de Mann et Whitney a été utilisé. Ce test permet de mesurer l'enchevétrement des données,
c'est-a-dire le fait que les valeurs se séparent en deux paquets distincts ou non. Selon ce test, le poids des
souris des lignées TgGasp-2.2, TgGasp-1.20 et Mstn-/- est significativement différent du poids des souris de
la lignée FVB avec un risque o. de 5%. Le poids des souris TgGasp-2.9 n’est pas significativement différent
de celui des souris FVB mais une tendance a I’augmentation est visible. * : p-value inférieure a 0.05, ** : p-

value inférieure a 0.01, *** : p-value inférieure a 0,001.

80



0,005

*
0,004
2
©
§ * W FVB (n=10)
g 0,003 W TgGasp-2.2 (n=5)
©
s b TgGasp-2.9 (n=5)
E 0,002 O TgGasp-1.20 (n=6)
w
© B Mstn-/- (n=5)
=
- -ﬂ
0}
Tibialis anterior Soleus EDL1 &2
0,025
* % %
o 0,02 * sk k
©
B * %k % W FVB (n=10)
el
g 0,015 *k W TgGasp-2.2 (n=5)
©
= @ TgGasp-2.9 (n=5)
E 0,01 [0 TgGasp-1.20 (n=6)
(%]
© B Mstn-/- (n=5)
=
0,005
0

Gastrocnémien Pectoraux Quadriceps

Figure 27 : Evaluation de la masse de différents muscles dans les lignées TgGasp-2

(analyse normalisée)

Des souris, dgées de 12 semaines, des lignées TgGasp-2.2 (n=5), TgGasp-2.9 (n=5), FVB (n=10), TgGasp-1.20
(n=6) et Mstn-/- (n=5 ) ont été sacrifiées afin de déterminer la masse totale des souris et la masse de certains
muscles. Ainsi, les quadriceps, gastrocnémien, pectoraux, tibialis anterior, soleus et EDL ont été prélevés chez
ces souris. Les barres d’erreurs correspondent au SEM soit a I’écart-type divisé par la racine de I effectif. Le
test non paramétrique de Mann et Whitney a été utilisé.

La masse des muscles prélevés a été normalisée avec la masse totale de l'individu a partir duquel le muscle a été
prélevé. Le ratio masse musculaire / masse totale ne différe pas significativement entre les deux lignées TgGasp-
2 et la lignée FVB. Une tendance a l’augmentation est observée pour les deux lignées TgGasp-2 en ce qui
concerne le tibialis anterior et les pectoraux. En ce qui concerne le soleus, I’EDL, le gastrocnémien et les
quadriceps, aucune tendance ne se dégage. Le ratio musculaire des souris de la lignée Mstn -/- est
significativement différent du ratio musculaire des souris de la lignée FVB pour tous les muscles prélevés
excepté I’EDL. Le ratio musculaire des souris de la lignée TgGasp-1.20 différe significativement de celui des
souris FVB pour le gastrocnémien et les pectoraux. * : p-value inférieure a 0.05, ** : p-value inférieure a 0.01,

**% - p-value inférieure a 0,001.
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Les souris TgGasp-2 présentent une augmentation de la masse corporelle de plus de 10% par
rapport aux souris FVB. Cette différence apparait significative pour les animaux de la lignée
TgGasp-2.2. Lorsque nous analysons les ratios masse du tissu/masse totale de I’individu pour
les muscles des pattes postérieures et les pectoraux, aucune différence significative n’est
observée pour les lignées TgGasp-2 et TgGasp-1. Seuls les animaux Mstn -/- présentent une
augmentation significative du ratio masse musculaire/masse totale. Les résultats montrent une
grande hétérogénéité entre les individus de chaque lignée et le nombre faible d’animaux ne
permet pas d’affirmer ou non ces données. De facon étonnante, lorsque nous analysons la
masse musculaire des animaux TgGasp-2, sans la normalisation par rapport a la masse
corporelle, celle-ci augmente de 10% pour le tibialis anterior par rapport aux animaux
controles bien que le ratio, lui, ne differe pas (figure 28). L’augmentation de la masse
musculaire ne semble pas affecter les muscles de la méme facon puisqu’aucune différence
entre les TgGasp-2 et les FVB n’est identifiée pour les quadriceps. Cette premiere analyse
macroscopique ne donne qu’un apergu tres global du phénotype musculaire et demande une

analyse microcopique pour analyser les fibres musculaires.
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Figure 28 : Evaluation de la masse de différents muscles dans les lignées TgGasp-2

(analyse non normalisée)

Des souris, dgées de 12 semaines, des lignées TgGasp-2.2 (n=5), TgGasp-2.9 (n=5), FVB (n=10),
TgGasp-1.20 (n=6) et Mstn-/- (n=5 ) ont été sacrifiées afin de déterminer la masse totale des souris et la
masse de certains muscles. Ainsi, les quadriceps, gastrocnémien, pectoraux, tibialis anterior, soleus et
EDL ont été prélevés chez ces souris. Les barres d’erreurs correspondent au SEM soit a [’écart-type
divisé par la racine de I’ effectif. Le test non paramétrique de Mann et Whitney a été utilisé. Pour la lignée
TgGasp-2.2, la masse musculaire du gastrocnémien, des pectoraux et du tibialis anterior est
significativement plus importante comparée a la lignée sauvage FVB. Pour la lignée TgGasp-2.9, la
masse des pectoraux et du tibialis anterior est significativement plus importante comparée a la lignée
sauvage FVB. Pour la lignée TgGasp-1.20, la masse des quadriceps, du gastrocnémien et des pectoraux
est significativement plus importante comparée a la lignée sauvage FVB. Pour la lignée Mstn-/-, la masse
des quadriceps, du gastrocnémien, des pectoraux, du tibialis anterior, du soleus et de I'’EDL est
significativement plus importante comparée a la lignée sauvage FVB. * : p-value inférieure a 0.05, ** : p-

value inférieure a 0.01, *** : p-value inférieure a 0,001.
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Mesure de ’hypertrophie musculaire

Nous observons une probable augmentation de la masse du tibialis anterior et des pectoraux.
Afin d’approfondir la caractérisation du phénotypique musculaire, nous avons procédé¢ a la
mesure de I’aire des fibres musculaires a partir de coupes du soleus, du tibialis anterior et du
gastrocnémien des lignées TgGasp-2.2, TgGasp-2.9 et FVB (figure 29). Cela a révél¢ une
hypertrophie des fibres musculaires dans les trois muscles et dans les deux lignées TgGasp-2

comme observée chez les souris TgGasp-1 (figures 30 et 31).

Gastrocnémien

Tibialis anterior §

Soleus

Figure 29 : Coupes histologiques de différents muscles de souris TgGasp-2 et sauvages

Des coupes cryostatiques transversales de différents muscles (soleus, tibialis anterior et gastrocnémien) de
souris dgées de 12 semaines des lignées TgGasp-2.2 (n-5), TgGasp-2.9 (n=3) et sauvages FVB (n=4) ont été
réalisées afin de quantifier l'aire des fibres musculaires. Les coupes ont été marquées avec un anticorps ciblant
la laminine afin de permettre l'observation des parois des fibres musculaires par fluorescence (l'anticorps utilisé
est lié a un fluorochrome excitable a la longueur d'onde de 556 nm et réémettant a la longueur d'onde de 573
nm). Chacune des coupes a été observée au microscope a fluorescence au grossissement 10 a plusieurs reprises
afin d'avoir une vue d'ensemble du muscle. Le gastrocnémien étant un muscle hétérogene (des petites fibres
musculaires cohabitent avec de grosses fibres musculaires), il a été photographié 36 fois. Le soleus et le tibialis

anterior étant plus homogene, ils ont été photographiés 24 fois.
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Les coupes de muscles ont été observées au microscope a fluorescence et photographiés. Les
différentes photographies ont ensuite €t¢ analysées avec Imagel afin de calculer l'aire des
fibres musculaires. Pour chacun des trois muscles étudiés, la moyenne des aires des fibres

musculaires a été établie (tableau 13 et figures 30 et 31).

ID souris Gastrocnémien (moyenne) | Soleus (moyenne) Tibialis anterior (moyenne)
FVB_1 4459+ 783 35131207 3835+273
FVB 2 3997+1019 3566+187 32334266
FVB 3 4187+635 3163+159 3740+280
FVB 4 4503+1411 ND 3780+308
TgGasp-2.2 1 4898+980 3118+160 5995+558
TgGasp-2.2 2 527741365 42934210 52404509
TgGasp-2.2 3 ND 4086+241 5783+514
TgGasp-2.2 4 5096+1375 4436+231 6095+286
TgGasp-2.2 5 5508+1087 4105+291 57804223
TgGasp-2.2 6 5084+1011 ND 6129+313
TgGasp-2.9 1 5626+884 46744205 59924357
TgGasp-2.9 2 51804997 4656+251 7441£1195
TgGasp-2.9 3 5830+1616 45974318 5274+454

Tableau 13 : Aire moyenne des fibres musculaires par individu et par muscle

A 12 semaines, les souris TgGasp-2 sont caractérisées par une hypertrophie des fibres
musculaires au niveau du gastrocnémien, du soleus et du tibialis anterior. Comparées aux
souris sauvages, les souris TgGasp-2.2 voient :

- au niveau du gastrocnémien, 1’aire de leurs fibres musculaires augmentée de 20%,
- au niveau du soleus, I’aire de leurs fibres musculaires augmentée de 17%,
- au niveau du tibialis anterior, 1’aire de leurs fibres musculaires augmentée de 60%.

Comparées aux souris sauvages de fond génétique FVB, les souris TgGasp-2.9 voient :

- au niveau du gastrocnémien, ’aire de leurs fibres musculaires augmentée de 30%,
- au niveau du soleus, I’aire de leurs fibres musculaires augmentée de 35%,
- au niveau du tibialis anterior, ’aire de leurs fibres musculaires augmentée de 70%.
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La tendance a ’augmentation de la masse musculaire relative du tibialis antérieur observée
chez les deux lignées TgGasp-2 est nettement confirmée par la mesure de 1’hypertrophie

musculaire du tibialis anterior.
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Figure 30 : Aire moyenne des fibres musculaires

Les fibres musculaires des muscles (gastrocnémien, soleus et tibialis anterior) de chaque individu (en
moyenne 12) appartenant aux lignées murines TgGasp-2.2, TgGasp-2.9 et souris sauvages FVB ont été
photographiées respectivement (36, 24, 24) fois, donnant un échantillon d'environ 1 000 photographies
(~[(36+24+24)*12]) .

Pour chaque cliché, l'analyse avec ImageJ a permis d'établir la mesure de l'aire moyenne des fibres
musculaires. Ainsi, pour chaque muscle et lignée étudié, l'aire moyenne des fibres musculaires a été
calculée par la compilation des mesures de tous les clichés les concernant. Les barres d'erreurs
correspondent au SEM. n = nombre d'individus analysés par lignée. Le test non paramétrique de Mann et
Whitney a été utilisé. Selon ce test et avec un risque o. de 5 %, pour tous les muscles, les groupes composés
des souris issues des lignées TgGasp-2.2 et TgGasp-2.9 différent du groupe composé des souris issues de la
lignée sauvage FVB. Seul le groupe correspondant a la lignée TgGasp-2.2, pour le soleus, n'est pas
significativement différent du groupe correspondant aux souris issues de la lignée sauvage FVB. Cela
s'explique bien par le fait que la souris TgGasp-2.2 3873 est caractérisée au niveau du soleus par une aire
moyenne de fibres musculaires inférieure a celle mesurée chez les souris issues du groupe FVB. Pour

augmenter la robustesse des résultats, il faudra augmenter l'échantillonnage. * : p-value inférieure a 0.05.
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Figure 31 : Distribution de I’aire des fibres musculaires

Les trois histogrammes correspondent a la répartition des fibres musculaires en fonction de leur aire. Les
données utilisées correspondent a la moyenne de [’aire des fibres musculaires mesurées pour chaque
photographie. L’ axe des ordonnées correspond a un % de fibres musculaires. Pour une lignée donnée, ce
pourcentage est calculé en attribuant la valeur de 100% a la fourchette de l'aire ayant le plus de
représentants. Ainsi, par exemple, si pour une lignée donnée, la fourchette de l’aire [5500-6000] a le plus
de représentants et que le nombre de représentants soit de 20 alors ce nombre sera multiplié par 5 pour
obtenir 100% et le nombre de représentants de chaque fourchette de I’aire sera aussi multiplié par 5. Pour
une autre lignée, si ce nombre maximum de représentant vaut 40, alors le nombre de représentant de
chaque fourchette de I’aire sera multiplié par 2.5. Ainsi, bien que les lignées n’aient pas le méme nombre
d’individus, ’amplitude des courbes sera la méme. Pour les trois muscles, on voit clairement que la
répartition de la moyenne des fibres musculaires suit une loi normale et un décalage dans cette répartition
est nettement observé quand les souris TgGasp-2 sont comparées aux souris sauvages FVB. De plus, le
décalage observé dans la répartition des fibres musculaires est similaire a [I’augmentation de [’aire
moyenne des fibres musculaires par muscle et par lignée. Ceci est particulierement flagrant avec le TA ou

un décalage est clairement obervé entre la lignée FVB et les lignées TgGasp-2.
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Les muscles squelettiques sont des muscles hétérogeénes, en type de fibre mais aussi en taille
de fibre. Pour visualiser d’avantage 1’hypertrophie musculaire observée dans les trois muscles
¢tudiés dans les deux lignées TgGasp-2, une étude de la distribution des fibres par rapport a
des groupes croissants d’aire de fibre a ¢té réalisée (figure 31). Ceci permet de s’affranchir
d’une moyenne globale de 1’aire des fibres et permet la visualisation de la répartition des
fibres dans les deux lignées transgéniques par rapport aux souris sauvages. A 12 semaines, les
souris TgGasp-2 sont clairement caractérisées par un décalage de la répartition du nombre de
fibre dans le sens d’une augmentation en taille, au niveau du gastrocnémien, du soleus et du

tibialis anterior par rapport aux souris sauvages.

Mesure de ’hyperplasie musculaire

En parallele, nous avons calculé le nombre de fibres pour le soleus, le gastrocnémien et le
tibialis anterior. Dans le cas du soleus, nous avons réalis¢é un comptage manuel de chaque
fibre composant le muscle (figure 32). Pour obtenir un nombre le plus juste possible, pour
chaque animal, nous avons analysé six coupes enticres de muscle et moyenné les valeurs
obtenues. Pour les deux autres muscles, a cause du nombre trés important de fibres
musculaires (supérieur a 12 000), nous avons mesuré 1’aire totale du muscle et calculé le
nombre de fibres en la divisant par I’aire moyenne des fibres calculée précédemment. Cela a
¢été rendu possible car nous avons utilisé les mémes animaux pour la mesure de I’hypertrophie
et de ’hyperplasie.

De la méme facon que précédemment, six coupes entiéres de muscles sont analysées par
individu. Comme le montre, le tableau 14, il n’y a pas de différence significative entre les
individus FVB et les individus TgGasp-2.2 et TgGasp-2.9 pour ces trois muscles a 1’age de 12
semaines. Ainsi la sur-expression de Gasp-2 n’est pas associée a une hyperplasie des fibres

musculaires.
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Figure 32 : Comptage manuel du nombre de fibres du soleus

A 'aide du logiciel d’analyse d’image ImageJ, toutes les fibres du soleus ont été comptées (soit environ

3 000 fibres) pour un total de 6 coupes transversales de muscle par animal.

Soleus Tibialis anterior Gastrocnémien
TgGasp-
TgGasp-2.2 TgGasp-2.9 FVB TgGasp-2.2 TgGasp-2.9 FVB ”s TgGasp-2.9 FVB
(n=5) (n=3) (n=3) (n=6) (n=3) (n=4) ' (n=3) (n=4)
(n=5)
1529 1715 1848 11 097 12172 | 12742 | 27928 | 30090 32 894
+114 + 153 +251 | £1026 | £2129 | +£1741 | £4452 | +2 382 +1421

Tableau 14 : Nombre de fibres musculaires par muscle

Ce tableau représente le nombre de fibres musculaires contenu dans le soleus, le tibialis anterior et le

gastrocnémien et qui a été mesuré chez certains individus des lignées TgGasp-2.2, TgGasp-2.9 et sauvage de

fond génétique FVB. Le test non paramétrique de Mann et Whitney a été utilisé. Selon ce test, le nombre de

fibres musculaires chez ces trois lignées ne varie pas significativement.

A 12 semaines, les souris TgGasp-2 ne sont donc pas caractérisées par une hyperplasie des

fibres musculaires au niveau du gastrocnémien, du soleus et du tibialis anterior par rapport

aux souris sauvages.
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Typage des fibres

Par la suite, nous avons voulu regarder si la sur-expression de GASP-2 entrainait ou non une
modification de la composition en fibres d’un muscle. A partir de coupes du muscle
gastrocnémien d’animaux agés de 12 semaines, nous avons effectué¢ un typage des fibres
musculaires (fableau 15). Nous observons une diminution du nombre de fibres de type I1A-
IIX chez les individus des deux lignées TgGasp-2 qui apparait significativement différente
chez la lignée TgGasp-2.9. Ces résultats demandent a étre confirmés et nécessitent
d’augmenter le nombre d’animaux. En effet, il y a une trés grande variabilité entre les
individus qui est due en partie a la technique d’analyse utilisée ou le seuillage des fibres

positives, négatives ou intermédiaires pour chaque marquage est réalisé manuellement.

Type de fibres (%) Type-I Type-I-I1IA Type-11A Type-IIA-IIX | Type-IX | Type-IIX-IIB | Type-l1IB ND
X):frf;iii lent intermédiaire rapide rapide
FVB (n=4) 16,5 +23,8 50,4 +20,5 11,4+428 13,0+5,4 0,0+0,0 8,6 6,0 0,0£0,0 | 0,0+0,0
Gasp-2.2 (n=3) 57+6,2 71,4+78 928 £4.4 6,8+1,0 0,0+0,0 68+1,2 0,0£0,0 | 02+0,2
Gasp-2.9 (n=4) 17,2 24,0 61,4 +20,85 99+23 30£1,5 0,0+0,0 84+7,6 0,0£0,0 | 0,1£0,2

Tableau 15 : Composition des muscles selon le type de fibres musculaires

Nous observons une diminution du nombre de fibres de type IIA-1IX chez les individus TgGasp-2 qui apparait
significativement différente chez la TgGasp-2.9. Les fibres de type I-1I4A sont intermédiaires entre les fibres de
type I et les fibres de type IIA, les fibres de type IIA-IIX sont intermédiaires entre les fibres de type IIA et les
fibres de type 11X, les fibres IIX-IIB sont intermédiaires entre les fibres de type IIX et les fibres de type IIB. ND :

fibres non déterminées.

Activités enzymatiques

Pour aller plus loin dans I’analyse musculaire, nous avons mesuré¢ I’activité globale de la LDH
(mesure du métabolisme anaérobique) et de 'ICDH (mesure du métabolisme aérobique) a
partir d’extraits des quadriceps d’animaux agés de 12 semaines. Nous n’avons observé aucune
différence significative par rapport aux animaux controles pour les activités de la LDH et de
I’ICDH (figure 33) contrairement aux résultats obtenus pour la lignée TgGasp1-20 et la lignée
Mstn-/- pour lesquelles nous avons observé une diminution de ’activité¢ de ’ICDH de 20% et
de plus de 50% respectivement. Comme les fibres lentes sont caractérisées par un
métabolisme oxydatif/aérobique, la diminution de 1’activit¢ de ’'ICDH observée chez les
souris TgGasp-1.20 et les souris Mstn-/- suggere que ces souris sont caractérisées par une

diminution du nombre de fibres lentes de type I.
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Figure 33 : Mesure de I’activité enzymatique musculaire

Nous observons une diminution significative du métabolisme aérobie (mesure de I’activité de I'ICDH) de
l’ordre de 20% entre la lignée TgGasp-1.20 et la lignée FVB. De méme nous observons une diminution
significative du métabolisme aérobie de I’ordre de 50% entre la lignée Mstn-/- et la lignée FVB.

En ce qui concerne les individus TgGasp-2.2 et TgGasp-2.9, nous n’avons pas observé de différence
significative dans le métabolisme aérobie (mesure de [’activité de I'ICDH) et le métabolisme anaérobie

(mesure de l’activité de la LDH). *** : p-value inférieure a 0.001.

1.3.3. Variation phénotypique du tissu adipeux
Les souris knock-out pour la myostatine sont caractérisées par une réduction de la masse
adipeuse (Zhang et al., 2012). 11 est donc intéressant d’étudier la masse adipeuse chez les

souris des lignées TgGasp-2 (figure 34).
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Figure 34 : Estimation de la masse du tissu adipeux

Des souris agées de 12 semaines des lignées TgGasp-2 (n=5), , TgGasp-2.9 (n=5), FVB (n=10), TgGasp-1.20
(n=6) et Mstn-/- (n=4) ont été sacrifiées afin de mesurer la masse totale des souris et la masse du tissu adipeux.
Ainsi, les adipocytes du tissu adipeux blanc sous-cutané, les adipocytes blancs épidermiques et les adipocytes du
tissu adipeux brun ont été prélevés chez ces souris. Les différents tissus adipeux ont ensuite été pesés. Les barres
d’erreurs correspondent au SEM soit a I’écart-type divisé par la racine de I’ effectif.

Le test non paramétrique de Mann et Whitney a été utilisé.

La masse des tissus adipeux prélevés a été normalisée avec la masse totale de l'individu a partir du tissu
adipeux a été prélevé. Le ratio masse du tissu adipeux / masse totale ne différe pas significativement entre les
deux lignées TgGasp-2 et la lignée FVB, ainsi qu’entre la lignée TgGasp-1.20 et la lignée FVB. Seule la lignée
Mstn -/- differe significativement de la lignée FVB pour les adipocytes blancs sous-cutanés et les adipocytes
bruns. Au niveau des adipocytes blancs épidermiques, le ratio masse du tissu adipeux / masse totale ne différe
pas significativement de celui de la lignée FVB mais la méme tendance a la baisse est observée pour les trois
tissus adipeux prélevés.

* : p-value inférieure a 0.05, ** : p-value inférieure a 0.01, *** : p-value inférieure a 0.001.

Les résultats indiquent que les souris des lignées TgGasp-2 et TgGasp-1, agées de 12
semaines, ne sont pas caractérisées par une diminution spécifique de la masse adipeuse

comme ce qui est observé avec les souris knock-out pour la myostatine.
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2. Etude in silico du réle de la protéine GASP-1

Afin de voir les conséquences apportées par la sur-expression de GASP-1 dans notre modele

TgGasp-1, une étude transcriptomique et protéomique ont été réalisées.

2.1. Analyse transcriptomique des cellules primaires en différenciation

Des lignées de myoblastes primaires avaient €té auparavant générées au laboratoire (Brun et
al.,2014). Ces lignées cellulaires ont été appelées cellules S20 et cellules FVB et ont été
générées a partir des cellules satellites de souris issues de la lignée TgGasp-1.20 et de souris
sauvages FVB (Brun et al., 2014).

Ces deux lignées cellulaires ont €té mises en culture et une fois arrivées a 80% de confluence,
elles ont été mises en différenciation par déplétion en sérum (Oh de différenciation). Les
ARNm ont été extraits a Oh, 12h et 24h de différenciation. Seules les cellules S20 ont été
cultivées en duplicat. Les échantillons d'ARNm ont ét¢ appelés m1 Oh, m1 12h, m1 24h, m2
Oh, m2 12, m2 24h, s Oh, s 12h et s 24h. Ces neuf échantillons d'ARNm ont été rétrotranscrits
en ADNc et hybridés sur des puces a ADN a l'institut Cochin. Les données obtenues ont été
analysées grace a plusieurs modules de bioinformatique (ExpressionFileCreator et
CollapseDataset) et ont permis d'établir une liste de 3000 genes sous- ou sur-exprimés pour

les trois temps de différenciation (figure 35).

Nombre de génes sur-exprimés Nombre de génes sous-exprimés

oh .
776 génes 360 génes

12h
1112 génes

%

24h
990 génes

102 génes 214 génes

640 génes

Figure 35 : Diagramme de Venn représentant les génes différentiellement exprimés

selon le stade de différenciation.
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Pour chaque temps de différenciation, les génes sous- et sur-représentés ont été utilisés pour

réaliser un enrichissement par gene ontology avec le site WebGestalt (tableau 16, annexe 3).

Oh de différenciation 12h de différenciation 24h de différenciation

‘ Angiogenesis ‘ Angiogenesis Blood vessel morphogenesis

‘ Blood vessel morphogenesis ‘ Blood vessel morphogenesis Angiogenesis

‘ Blood vessel development ‘ Blood vessel development Blood vessel development
Vasculature development Vasculature development Vasculature development

‘ Circulatory system development ‘ Circulatory system development DNA-dependent DNA replication
‘ Cardiovascular system development ‘ Cardiovascular system development |Chromosome segregation

‘ Muscle system process Cytoskeleton organization M phase of mitotic cell cycle

‘ Muscle structure development Cell adhesion DNA replication

‘ Regulation of muscle system process Biological adhesion Nuclear division

‘ Muscle contraction Mitosis

Regulation of cell adhesion Organelle fission

Response to wounding Cell division

Regulation of anatomical structure morphogenesis

M phase

Urogenital system development Cell cycle phase

Microtubule cytoskeleton organization
Mitotic cell cycle
Cell cycle process

Regulation of cell cycle process

Cell cycle

Tableau 16 : Les processus biologiques les plus affectés par la sur-expression de GASP-1

durant la différenciation des myoblastes primaires S20

Ce tableau regroupe les processus biologiques les plus enrichis lors de l'enrichissement par gene ontology et
dont la p-value est la plus faible (inférieur a 1E-10). Les processus biologiques apparentés ont été associés a
une méme couleur. Angiogenése (violet) ; développement musculaire (orange) ; adhésion cellulaire (bleu ciel) ;
réponse aux blessures (jaune) ; régulation de la morphogenése des structures anatomiques (vert) ;

Développement du systeme urogeénital (turquoise); Organisation du cytosquelette (marron) ; Cycle cellulaire

(rouge).
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Ces processus biologiques ont été utilisés pour constituer une liste de geénes (plus de 600
genes) appartenant a ces processus biologiques et dont 1'expression est altérée par la sur-
expression de GASP-1 (annexe 4). Une recherche bibliographique a été réalisée sur cette liste
de 600 geénes afin de permettre I'identification des génes déja associés aux muscles et 11
genes ont été sélectionnés (Cd36, Mfap5, Myh4, Myh7, Myh2, Myhl, Fabp4, Fabp3,
Serpinel, Mmp2 et Emcn) (tableau 17).

Géne chromosome Ratio a Ratio a Ratio a

Oh 12h 24 h
CD36/fatty acid translocase
Mfap5/MAGP-2
Myh4/MyHC IIb
Myh7/MyHC-1

Myh2/MyHC-Ila

Fabp4/fatty acid binding protein 4

Fabp3/ fatty acid binding protein 3

Serpinel/Plasminogen  activator mlubttor—
1/PAI-1

Emcn/endomucin/Mucl4 -‘ 48.87

Tableau 17 : Ratio de sous- et sur-expression des onze genes sélectionnés

2.62
50.05 46.04

Myh1/MyHC-IIx ‘

Ces genes ont été sélectionnés selon deux criteres : (i) sous- ou sur-exprimés dans les cellules
S20 par rapport aux cellules FVB et (ii) étre impliqué dans des processus musculaires selon
la littérature. Emcn fait figure d’exception car il n’est pas associé a un processus musculaire
selon la littérature mais sa forte sur-expression dans les cellules S20 le rend intéressant a

étudier.

Afin de confirmer les résultats de I’analyse transcriptomique, une approche par PCR
quantitative SybrGreen a été entreprise, le but étant de confirmer la sous ou sur-expression de

ces onze genes.
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Dans cette optique, plusieurs paires d’amorces ont ét€ congues par Primer blast et selon

plusieurs criteres :

la taille de I’amplicon devait étre comprise entre 100 et 200 pb.

les amorces devaient étre situées de part et d’autre d’un intron afin que de ’ADN

génomique ne puisse pas €tre amplifié

les structures secondaires devaient étre évitées (le site Oligocalc permet de vérifier

la présence ou I’absence de structure secondaire au niveau des amorces).

Les différentes amorces ont ensuite été vérifiées par PCR (amplicon a la taille attendue et pas

d’amplification aspécifique) et PCR quantitative (présence ou absence d’amplifications

aspécifiques, de dimeres d’amorces et test de 1’efficacité des amorces). Sur les onze genes,

seules cinq paires d’amorces avec une efficacité convenable ont ¢été concues (tableau 18).

Pour les autres geénes, malgré le fait que plusieurs paires d’amorces par gene ont ét€¢ congues

et testées, cette efficacité n’a jamais été suffisante.

Amorces

Sybrgreen
Amorce Taille Efficacité

attendue

Fabp4 F |Fabp4F : 5'-CTT CAA ACT GGG CGT GGA A-3'(Tm 58,29) 182 pb 91,11%
R |Fabp4R : 5'-AAG TCA CGC CTT TCA TAA CAC-3' (Tm 56,83)

Myhl F |MyhlF : 5'-CGC TCG AAG TTG CAT CCC TAA-3' (Tm 60,74) 151 pb 102,00%
R [MyhlIR : 5'-TGT TCT GAG CCT CGA TTC GC-3' (Tm 60,46)

Emcn F |EmecnF : 5'-ATG GAA CAC CTC CCG AAG GA-3' (Tm 60,65) 199 pb 104,00%
R |EmcnR : 5'-TGG GAA CCT GGT AGC GTT GA-3'(Tm 61,12)

Mfap5 F |Mfap5F : 5'-ACC TTC CAC AGA TGA CCT AGC-3' (Tm 59,17) 280 pb 92,36%
R |Mfap5R : 5'-ACA GGG AGG TCG GAA GT-3'(Tm 56,47)

Myh7 F |Myh7F : 5-TCC TGC TGT TTC CTT ACT TGC TA-3'(Tm 59,67) 101 pb 102,00%
R |Myh7R : 5'-TGA TAG AGA GGT AAG CCC AGG-3'(Tm 58,04)

Tableau 18 : Liste des amorces SybrGreen présentant une efficacité suffisante

Sur les onze genes, seules cing paires d’amorces ont été congues avec une efficacité

suffisante.
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2.2 Identification des protéines différentiellement exprimées (TgGasp-1.20 vs FVB)

Dans I’objectif de compléter 1’analyse transcriptomique et d’identifier les voies de
signalisation modifiées par la sur-expression dela protéine GASP-1, nous avons étudi¢ le
profil d’expression des protéines du quadriceps entre des souris TgGaspl.20 et des souris
controles FVB agées de 3 et 12 semaines par ¢lectrophorése bidimensionnelle quantitative. A
I’age de 3 semaines, nous avons détect¢ de 857 spots protéiques pour les deux génotypes.
L’analyse d’images a permis de révéler 21 spots protéiques significativement variants (figure
36A4) avec un ratio supérieur ou ¢égal a 1,2 (test de Student avec p-value < 0,05).
L’identification des protéines par spectrométrie de masse est listée dans le tableau 19. En ce
qui concerne I’analyse avec les animaux agés de 12 semaines, 1469 spots protéiques ont
¢galement été détectés ; 19 spots présentent des différences de ratio protéique entre les deux
génotypes testés statistiquement significatifs (figure 36B). Ces protéines identifiées sont
présentées dans le tableau 19. Parmi les protéines exprimées différentiellement, PSME-1,
protéine du protéasome, est sous-exprimée chez les TgGasp-1.20. Cette protéine pourrait étre
associée au phénotype d’obésité et de résistance a I’insuline identifié¢ chez ces animaux. En
effet, une accumulation de protéines polyubiquitinilées par dysfonctionnement du protéasome
pourrait entrainer un stress du réticulum endoplasmique conduisant a une insulino-résistance.
D’autres protéines identifiées semblent étre impliquées dans ces mémes phénotypes. C’est le
cas de GRP78 sur-exprimée chez les TgGasp-1.20 a I’age de 12 semaines pour laquelle nous
avons voulu confirmer les résultats de 1’analyse 2D par western Blot, comme le montre la
figure 37. Cette analyse révele une variation aussi une variation de certaines myosines et de
protéines du métabolisme oxydatif. L’ensemble de ces résultats est a compléter avec des

analyses enzymatiques du tissu musculaire.
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Figure 36 : Photographies de deux gels bidimensionnels réalisés a partir d’extraits

protéiques issus de quadriceps prélevés chez les lignées TgGasp-1.20 et FVB

Les quadriceps de souris des lignées TgGasp-1.20 et FVB dgées de 3 semaines (4) ou 12 semaines (B) sont
prélevés et leurs protéines sont extraites. Ces protéines sont séparées par gel bidimensionnel en fonction de
leur pHi et de leur taille.

Les gels sont scannés et les images 2D issues du protéome musculaire de la lignée TgGasp-1.20 sont
comparées avec celles issues de la lignée FVB. Les données sont exprimées en ratio correspondant au
volume (intensité X surface) d’un spot protéique issu de la carte protéique TgGasp-1.20 sur le volume du

méme spot issu de la carte protéique FVB.
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Protéines variantes a 3 semaines

Ne

Ratio

Spot Tg/FVB T-test  Puissance Access Number Voie Métabolique
21 -1,9 0,025 0,6612 MYH4_MOUSE protéines structure - cytosquelette
MYHI_MOUSE protéines structure - cytosquelette
2 A8 ool osies s vouss | O KREBS e arboie odoriens) muav
30 -1.8 0,011 0,8036 ACTS_MOUSE protéines structure - cytosquelette
39 -1,7 0,042 0,5570 MYH4_MOUSE
41 -1,6 0,041 0,5615 CES3_MOUSE process acyl-CoA - RE
APOH_MOUSE liaison héparine (réponse inflammatoire) - secrété (plasma)
44 1,5 0,017 0,7339 ENOA MOUSE dégradation carbohydrate, glycolyse - cytoplasme et membrane cellulaire
B interaction HSP70, cardiomyopathie diabétique
46 -1.5 0,036 0,5886 MYH4_MOUSE protéines structure - cytosquelette
47 -1,5 0,005 0,8833 PSMEl_MOUSE régulation de l'activité du protéasome (immunoprotéasome) - cytosol
50 -1.5 0,025 0,6589 MYH4_MOUSE protéines structure - cytosquelette
51 -1,5 0,007 0,8526 MYH4_MOUSE protéines structure - cytosquelette
54 -1.4 0,011 0,8075 MYH4_MOUSE protéines structure - cytosquelette
55 -1.4 0,029 0,6301 MYH4_MOUSE protéines structure - cytosquelette
56 -1,4 0,012 0,7934 MYH4_MOUSE protéines structure - cytosquelette
PRS7_MOUSE
57 1,4 0,015 0,7563 HSPB6_MOUSE réponse au stress - cytoplasme/noyau
58 1,4 0,018 0,7220  A2AUC9_MOUSE
61 -1,3 0,016 0,7377 SPRE_MOUSE biosynthése tetrahydrobiopterine - cytoplasme
HSPB1_MOUSE reponse au stress - cytoplasme/cytosquelette/noyau
62 13 0,02 0,7044 PP2AA MOUSE méiose, développement du mésoderme, déphosphorylation des protéines,
B régulation cycle cellulaire - noyau, cytoplasme etc...
64 -1,3 0,048 0,5316 MYH3_MOUSE
65 -1.3 0,044 0,5465 CN166_MOUSE organisation des microtubules - noyau/cytoplasme/cytosquelette
ENOA_MOUSE dégradation carbohydrate, glycolyse - cytoplasme et membrane cellulaire
67  -13 0021 06960 _ DPNJAZ MOUSE chaperonne (ATPase, HSP, ion métallique) - membrane
ODO2_MOUSE cycle acide tricarboxylique - mitochondrie
KERA_MOUSE protéines de la matrice extracellulaire
69 1,2 0,045 0,5425 ABEC2 MOUSE | déméthylation ADN, modification ARNm (uniquement dans ceeur et musque
squelettique)
70 -12 004 05691 _ MYH4 MOUSE
NDUAA_MOUSE chaine respiratoire, transport électron - mitochondrie
71 -1,2 0,044 0,5501 MDHC_MOUSE cycle acide tricarboxylique - cytoplasme

IDH3A_MOUSE

process carbohydrate (oxydoreductase) -mitochondrie

99




Protéines variantes a 12 semaines
N° Spot Ratio T-test Puissance Access Number Voie Métabolique /localisation
Tg/FVB
14-16 2 0,003 0,9240 MYH4 _MOUSE contraction muscle
ODPA_MOUSE pyruvate déshydrogénase - mitochondrie
14-17 -2 0,009 0,8109
MYH3 MOUSE contraction muscle
14-19 1.9 0.012 0.7744 GRP78 MOUSE translocation des protéines aberrantes RE degradc?es par protéasome, protéine
- abondante conditions de croissance
1424 17 0.015 0.7379 TRI72 MOUSE exocytose - membrane de Yeswule cytoplagmlque - spécifique muscle
- cardiaque et squelettique
14-26 -1,7 0,008 0,8362 PSME!_MOUSE régulation de l'activité du protéasome (immunoprotéasome) - cytosol
14-27 -1,6 0,046 0,5364 MYHI_MOUSE protéine de structure - cytosquelette
1431 1.6 0.009 0.8190 GRP78 MOUSE translocation des protéines aberrantes. RE degradejes par protéasome, protéine
- abondante conditions de croissance
14-33 1,6 0,032 0,6048 MLRV_MOUSE protéine de structure - cytosquelette
14-34 1,6 0,003 0,9177 GRP78 MOUSE
14-35 -1,6 0,017 0,7178 LDHB MOUSE glycolyse (lactate en pyruvate) - cytoplasme
14-36B -1,6 0,041 0,5589 TNNT3_MOUSE protéine de structure - cytosquelette
HIBCH_MOUSE hydrolase - mitochondrie
14-36H -1,6 0,041 0,5589
LDHA_ MOUSE fermentation (pyruvate/lactate)- cytoplasme
14-39 -1,5 0,015 0,7388 MYH4 _MOUSE contraction muscle
14-40 -1,5 0,032 0,6072 APOE_MOUSE cholestérol/apoptose/stress oxydatif etc...secrétée dans plasma
MDHC MOUSE oxydoréductase - cycle acide trlcarboxyllque/ m;tabollsme carbohydrate -
14-41 15 0.029 0.6234 - cytoplasme/mitochondrie
CK054 MOUSE hydrolase/fixation ions métalliques - noyau
14-44 -1,5 0,044 0,5425 KCRM_MOUSE activité créatine kinase/ATP binding - cytoplasme
14-48 -1,5 0,029 0,6262 NDUS2_MOUSE oxydoréductase - transport/chaine respiratoire mitochondriale
14-53 -1,4 1,99E-04 0,9978 NDUS3_MOUSE oxydoréductase - apoptose - transport/chaine respiratoire mitochondriale
14-58 -1,4 0,046 0,5322 MYH4 _MOUSE contraction muscle
12-65 1,5 0,009 0,8275 PDIA1_MOUSE catalyse ponts SS chaperonne - isomérase - réticulum endoplasmique

Tableau 19 : Les principales protéines dont I’expression varie entre des souris agées de 3
ou 12 semaines des lignées TgGasp-1.20 et FVB au niveau du quadriceps

GRP78

GAPD

FVB

Figure 37 : Expression de GRP78

TgGasp-1,20

Immunorévélation par western blot de GRP78 : 20 ug d’extraits protéiques totaux/puits, issus de 4 quadriceps
prélevés chez des souris FVB madles dgés de 12 semaines et issus de 4 quadriceps prélevés chez des souris
TgGasp-1.20 ont été déposés afin de mesurer l’expression protéique de GRP78 par western blot. La protéine

GAPDH sert de protéine de référence.
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Discussion
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1.  Caractérisation phénotypique de la lignée TgGasp-2

Quatre lignées de souris transgéniques sur-exprimant de facon ubiquitaire GASP-2 ont été
¢tablies. Une d’entre elles, la lignée TgGasp-2.1, présentait le plus fort taux d’expression du
transgene dans différents tissus dont le muscle. Il n’a cependant pas été possible de stabiliser
la lignée a I’état homozygote. De plus, nous avons ¢€té confrontés a une perte du transgene au
fil des générations et des problemes de reproduction de la lignée. La lignée TgGasp2.8 quant a
elle, n’a pu étre maintenue qu’a 1’état hétérozygote. Comme la lignée précédente, nous avons
eu une perte du transgeéne au fil des générations. En conséquence, les deux lignées, TgGasp-
2.2 et TgGasp-2.9 ont ét¢ analysées plus en détail au niveau phénotypique. Elles présentent

une sur-expression de Gasp-2 supérieure a 100 dans les différents tissus étudiés.

Au cours de ce travail, nous avons pu montrer que la sur-expression de Gasp-2 entraine une
augmentation du poids des souris TgGasp-2 par rapport aux souris sauvages, a 12 semaines.
C’est une augmentation significative pour la lignée TgGasp-2.2 et une nette tendance pour la
lignée TgGasp-2.9. Cette augmentation du poids est comparable a I’augmentation retrouvée
chez les souris TgGasp-1 mais est inférieure au poids des souris knock-out pour la myostatine.
Les souris TgGasp-2 montrent aussi une tendance a 1’augmentation du poids de certains
muscles comme le tibialis anterior et les pectoraux. D’ailleurs, cette tendance se confirme
nettement pour ces deux muscles quand la masse musculaire n’est pas normalisée par la
masse totale de I’individu ayant fourni le muscle. La maniere de prélever le muscle influence
aussi cette étude. En effet, il est a noter que le prélévement du tibialis anterior et ’EDL se fait
dans sa totalité puisqu’il est possible de les prélever de tendon a tendon. Pour les autres
muscles étudiés, ceci est plus délicat voire impossible.

De plus, les analyses histologiques réalisées sur les muscles gastrocnémien, soleus et tibialis
anterior, notamment la mesure de I’hypertrophie, confirme [’augmentation de la masse
musculaire observée, surtout pour le tibialis anterior. En effet, I’aire moyenne des fibres
musculaires pour ce muscle est entre 60 et 70% plus importante que 1’aire mesurée chez les
individus FVB. Pour le gastrocnémien et le soleus, cette augmentation est de I’ordre de 20 a
40% et de 15 a 30% respectivement. Il serait intéressant de mesurer ’aire des fibres
musculaires des pectoraux afin de vérifier si la tendance a 1’augmentation de la masse
musculaire de ce muscle se confirme également par la mesure de 1’hypertrophie. Dans tous les
cas, ces résultats montrent que les souris TgGasp-2 sont caractérisées par une hypertrophie

des fibres musculaires qui est visible a 12 semaines.
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La mesure du nombre de fibres musculaires réalisée sur les muscles gastrocnémien, soleus et
tibialis anterior montre que les individus des lignées TgGasp-2 ne développent pas
d’hyperplasie musculaire. Le nombre de fibres se mettant en place avant la naissance, une
explication possible a 1’absence d’hyperplasie est que le transgéne pourrait étre faiblement
exprimé chez le feetus. Il est nécessaire de vérifier I’expression du transgene au niveau
embryonnaire. Une seconde explication pourrait €tre 1’intervention de 1’activine, un autre
inhibiteur de la croissance musculaire. En effet, outre la myostatine, ’activine, un autre
membre des TGFp, est également capable d’inhiber la croissance musculaire (Chen et al.,
2015 ; Chen et al., 2016). Une des particularités des protéines GASP est qu’elles n’inhibent
pas P’activine, contrairement a la follistatine, autre inhibiteur de la myostatine. Les souris sur-
exprimant la follistatine présentent une hypertrophie et une hyperplasie des fibres musculaires
qui sont la conséquence de I’inhibition combinée de la mystatine et de I’activine (Lee et
McPherron, 2001). L’absence d’inhibition de I’activine dans notre mod¢le pourrait expliquer
I’absence d’hyperplasie.

L’hypertrophie et 1’hyperplasie sont les deux principales caractéristiques de la croissance
musculaire mais une autre caractéristique est a prendre en considération : les différents types
de fibres musculaires. C’est un parametre important car les différents types de fibres ont des
roles distincts dans la stature et ’exercice. Ainsi, un muscle composé¢ majoritairement de
fibres de type I sera spécialisé dans les efforts de faible intensité mais demandant une forte
endurance et utilisera majoritairement un métabolisme oxydative/aérobique, mesurable par
I’activité de I’enzyme ICDH. Un muscle composé majoritairement de fibres de type [IX/IIB
sera spécialisé dans les efforts de forte intensité et de courte durée et utilisera majoritairement
un métabolisme glycolytique/anaérobique, mesurable par P’activit¢ de 1’enzyme LDH. Un
muscle composé majoritairement de fibres de types IIA sera intermédiaires entre ces deux
types de muscles et pourra réaliser des efforts d’intensité modérée et se fatiguera plus
rapidement qu’un muscle composé de fibres de type 1. De plus, il utilisera un métabolisme
mixte.

L’observation des différents types de fibres musculaires composant le gastrocnémien chez les
individus TgGasp-2 et FVB permet de dégager une légere tendance a I’augmentation du
nombre de fibres lentes de type I-IIA (intermédiaires entre les fibres de type I et les fibres de
type IIA), une légere tendance a la baisse du nombre des fibres de type IIA et une tendance a
la baisse du nombre des fibres de type IIA-IIX (intermédiaires entre les fibres de type IIA et
les fibres de type IIX) qui est significative pour les individus de la lignée TgGAsp-2.9. Afin

de confirmer ou non cette tendance, il sera nécessaire d’augmenter le nombre d’animaux. De

103



plus, la technique utilisée présente des limites. Les marquages de différentes myosines se font
indépendamment et pour chaque marquage, nous devons déterminer les seuils de fluorescence
correspondant a des fibres dites intermédiaires ou positives. L’intensit¢ du marquage est
coupe et manipulation dépendantes et le seuillage n’est pas automatisable. Une des
possibilités est de développer une technique de multiplexage (Bloemberg et Quadrilatero,
2012). D’autres techniques pourraient é&tre développées pour s’affranchir de
I’immunohistochimie telle que la microscopie infra-rouge (Astruc et al., 2012). La mesure des
activités de I’enzyme ICDH (témoin du métabolisme oxydatif/aérobique) et de I’activité de
I’enzyme LDH (témoin d’un métabolisme glycolytique/anaérobie) réalisée sur des quadriceps
ne montre aucune différence significative. Il serait intéressant de tester ces activités
enzymatiques dans d’autres muscles (gastrocnémien, pectoraux,...) mais aussi d’analyser
I’activité d’autres enzymes musculaires (créatine phospho-kinase, cyclo oxygénase...).
Challenger les souris transgéniques TgGasp-2 en les soumettant a des exercices musculaires
variés permettrait également d’évaluer un éventuel switch dans le typage de fibres comme

observé dans d’autres modeles transgéniques (da Rocha et al., 2016 ; Matsakas et al., 2012).

Nous avons caractérisé une hypertrophie des fibres musculaires sans hyperplasie chez les
souris TgGasp-2 agées de 12 semaines. Il faut étendre cette étude sur des souris plus jeunes
afin de déterminer le stade a partir duquel apparait le phénotype musculaire. En effet, les
travaux du laboratoire ont montré que chez les TgGasp-1.20, I’hypertrophie n’est visible qu’a
partir de la 3°™ semaine aprés la naissance (Monestier ef al., 2012a). De plus, les travaux de
I’équipe de Lee basés sur I’inactivation de Gasp-2 chez la souris montrent un phénotype
visible qu’a partir de 6 mois (Lee et Lee, 2013). Il serait donc intéressant de conduire nos
analyses chez les souris TgGasp-2 agées de 6 mois et 1 an afin de voir si de nouveaux
phénotypes apparaissent.

D’autres paramétres doivent étre également étudiés comme le nombre de noyaux par fibres
musculaires ainsi que le nombre de cellules satellites (cellules souches musculaires situées a
la périphérie des fibres musculaires). En effet, la croissance musculaire post-natale est due
uniquement par 1’hypertrophie des fibres musculaires et peut étre divisée en deux étapes.
Chez la souris, entre la naissance et la troisiéme semaine de vie, ’hypertrophie est basée sur
une augmentation rapide du nombre de noyaux dans la fibre musculaire via I’activation et la
fusion des cellules satellites. Cette période est appelée accrétion myonucléaire. Apres cette

période, les cellules satellites entrent en quiescence et ne contribuent plus qu'a la régénération

musculaire. La régulation de la masse musculaire est alors principalement due a la synthése
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protéique et I’hypertrophie a lieu sans addition de nouveaux noyaux (Brun et al., 2014). Ainsi,
le laboratoire a découvert chez les souris TgGasp-1.20 agées de 12 semaines que le nombre de
noyaux a I’intérieur des fibres musculaires est plus important pour le tibialis anterior et le
soleus comparé a la lignée FVB, ce qui suggere qu’une plus haute accrétion myonucléaire
contribue a I’hypertrophie observée chez la lignée TgGasp-1.20 (Brun et al., 2014). L’étude
du nombre de cellules satellites permettra quant-a-elle de déterminer si GASP-2 promeut
I’hypertrophie en régulant le nombre de cellules satellites adultes.

Enfin, réaliser différents croisements entre les lignées sur-exprimant Gasp-1 ou Gasp-2 avec
les souris knock-out pour ces mémes geénes (par exemple TgGasp-2 x Gasp-1-/-) permettrait
d’évaluer la redondance entre ces deux inhibiteurs de la myostatine. GASP-2 est un inhibiteur
de GDF11 qui joue un rdle important dans la formation du squelette. Le KO Gasp-2 entraine
des défauts squelettiques au niveau des lombaires et des modifications des cotes (Lee et Lee,
2013). Pour aller plus loin dans la caractérisation du role de GASP-2 dans la formation du

squelette, des ¢tudes sur le phénotype squelettique des souris TgGasp-2 sont en cours.

Le phénotype musculaire des souris TgGasp-2 (hypertrophie sans hyperplasie) est similaire au
phénotype musculaire des souris TgGasp-1 (hypertrophie sans hyperplasie) (Monestier ef al.,
2012a) mais il est de plus faible amplitude. Ainsi le gastrocnémien de souris TgGasp-1 agées
de 12 semaines est caractéris€¢ par une augmentation de la masse musculaire de 50% contre
30% pour la lignée TgGasp-2.9. Ceci peut s'expliquer par le fait que GASP-2 est un inhibiteur
de la myostatine 100 fois moins puissant que GASP-1 (Walker et al., 2015). Cependant, les
souris TgGasp-2 et TgGasp-1 différent sur un point. Nous avons montré que chez les TgGasp-
1, la myostatine est sur-exprimée probablement via une boucle de retro-contréle négative
passant par SMAD7 (Brun et al., 2014), ce qui ne semble pas étre le cas pour les souris
TgGasp-2 (résultats non publi€s).

Comme les TgGasp-1, les souris TgGasp-2 ne présentent pas a 12 semaines une diminution de
la masse du tissu adipeux contrairement aux souris Mstn-/- (McPherron et Lee, 2002).
Cependant, la sur-expression de GASP-1 entraine chez les souris agées de nombreux défauts
métaboliques dont une augmentation de la masse graisseuse, une accumulation de gras
ectopique, une hyperglycémie, une hyperinsulémie et une insulino-résistance hépatique et
musculaire (Péri¢ et al.,en révision). Une des hypotheses avancée par le laboratoire pour
expliquer I’augmentation de la masse adipeuse observée est I’existence dans cette lignée
d’une sur-expression de la myostatine par rétrocontrdle positif. Des études préliminaires du

tissu adipeux chez les souris TgGasp-2 agées renforcent cette hypothése. En effet, les
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individus TgGasp-2 agés ne présentent ni d’augmentation de la masse graisseuse ni de sur-
expression de la myostatine.

Au cours de cette étude, nous avons rencontré d’importantes difficultés dans le maintien des
lignées dues a des problémes de reproduction des animaux. Des coupes des organes
reproducteurs sont en cours pour étudier entre autre 1’ovogénése. Ces analyses sont d’autant
plus importantes qu’une étude suggere que la protéine GASP-2 est impliquée dans le systéme
reproducteur chez le singe (Harris et al., 2014). Les singes NWM (new world monkey) a
I'exception de l'espeéce callimico sont caractérisés par un grand nombre de grossesses
gémellaires. Cette étude a identifié quatre génes (GDFY9, BMP15, BMP4 et GASP-2) portant
des substitutions non synonymes chez les singes NWM (a I'exception de l'espéce callimico)
entrainant des protéines non fonctionnelles et qui seraient associées aux grossesses

gémellaires (figure 38).

GDF9  canerichine szest BMP15
Signal Peptide  Camtrichine N1635  p Callitrichine S259V Chain Signal Peptide  Propeptide Chain
Human P103S Glycosylation Human R454C  Callitrichine V2T Sheep S3871
" Nur:.!rﬂ' Iy;“;nm Human Stop Codon Sheep C321Y
MR Frame Human Frame Shift Sheep V299D
Human Stop Codon Sheep S427R Sheep Stop Codon
Sheep SI9SF Sheep Stop Codon
Human P374L
Sheep Stop Codon
Caflitrichine (Not Callimico) TI07-244A
NYWM Insetbon
Calitrichine S101N Catitrichine P . 8
Calltrichine T30N Signal Pey Callitichine A494-431V
al Peptice S TUK it i a
Signal Peptide Propeptide Chain WAP Kazaldike " o NTR Callitrichine R345.437H

Figure 38 : Position des mutations non synonymes trouvées chez les singes NWM

Les substitutions non synonymes spécifiques des singes NWM (a l'exception de 1'espéce callimico) (annotées

en rouge) jouent probablement un réle dans la régulation du nombre d'ovules. Des polymorphismes trouvés

dans des populations humaines et ovines (annotés en noir et vert, respectivement) montrant une propension aux

grossesses gémellaires sont également montrés.
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2.  Analyses « -omiques » dans un contexte de sur-expression de Gasp-1

Les premieres études transcriptomiques que nous avons entreprises montrent que la sur-
expression de Gasp-1 affecte différents processus biologiques impliquant ou non le
développement musculaire, comme 1’adhésion et le cycle cellulaire ou 1’angiogénese. Au
début de la différenciation des myoblastes, ces derniers quittent le cycle cellulaire, ne
proliférent plus et commencent a sécréter la fibronectine dans la matrice extra-cellulaire, se
liant a elle via le plus important de ses récepteurs, 1'a5p1 intégrine. Le signal fourni par cette
adhésion joue un role crucial en promouvant la différenciation des myoblastes en cellules
musculaires. En effet, quand les myoblastes adhérent a la fibronectine, ils s'alignent pour
former une chaine. En conséquence, si le processus de I'adhésion cellulaire est altéré par la
sur-expression de GASP-1 (dans le sens d'une plus grande adhésion) alors la différenciation
des myoblastes augmentera. De méme, les processus « cycle cellulaire », « développement
musculaire » et « réponses aux blessures » sont altérés par la sur-expression de GASP-1, ce
qui est cohérent avec les différentes étapes de la différenciation et de la régénération
musculaire. En effet, au début de la différenciation des myoblastes, ces derniers quittent le
cycle cellulaire et arrétent de proliférer. Vers la fin de la différenciation, les myoblastes
quittent définitivement le cycle cellulaire et cet arrét s'accompagne de la synthése des
protéines de contraction. L’hypertrophie des fibres musculaires observée chez les TgGasp-1
peut étre la conséquence de la modulation globale des genes affectés.

L'altération de l'angiogenese par la sur-expression de GASP-1 est assez intéressante, car
l'angiogenese n'a jamais été associée a GASP-1. L'angiogenese correspond a la formation de
capillaires a partir de vaisseaux sanguins existant et il a ét¢ prouvé que la follistatine stimule
l'angiogenese (Zhu et al., 2011). Il serait intéressant d'étudier 1'effet de la sur-expression de
GASP-1 sur I'angiogenése musculaire par une expérience de transfection sur des explants de
tissu musculaire (Jang et al., 2004).

Afin de confirmer 1'analyse bioinformatique de 1'étude transcriptomique de la différenciation
des myoblastes sur-exprimant ou non GASP-1, onze genes ont été sélectionnés en fonction de
leur ratio d'expression (Emcn, CD36, Mfap5, Myh4, Myh7, Myh2, Myhl, Fabp4, FABP3,
Serpinel et Mmp?2). Parmi ces onze genes, dix genes (CD36, Mfap5, Myh4, Myh7, Myh2,
Myhl, Fabp4, FABP3, Serpinel et Mmp?2) ont été sélectionnés car ils sont impliqués dans la

différenciation musculaire selon la littérature.
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Myh4, Myh7, Myh2 et Myhl

Onze isoformes MyHC sont codées par six génes MYH exprimés largement par le corps
musculaire et par cinq autres génes ayant une expression limitée dans des muscles spécialisés.
Cinq isoformes MLC essentielles sont codées par quatre genes MYL et deux isoformes MLC
régulateurs sont codées par deux autres genes MYL. Les geénes Myh7, Myh2, Myhl et Myh4
sont sous-exprimeés par la sur-expression de GASP-1. Ces myosines comme indiqué dans le
tableau 20 sont des myosines présentes aux stades embryonnaire ou post-natal précoce. Nos
résultats indiqueraient que la sur-expression de GASP-1 fait rentrer les myoblastes plus

rapidement en différenctiation éteignant ainsi 1’expression des myosines dites « précoces ».

Chaines lourdes de la Géne Expression dans le muscle en Expression dans le muscle
myosine développement adulte
MyHC-slow MYH?7 |Muscles embryonnaires et foetaux Fibres musculaires du type 1
MyHC-2A MYH?2 | Muscles postnataux précoces (murin) Fibres musculaires du type 2A
MyHC-2X MYHI |Muscles postnataux précoces (murin) Fibres musculaires du type 2X
MyHC-2B MYH4 |Muscles postnataux Fibres musculaires du type 2B

Tableau 20 : Expression et localisation de plusieurs isoformes de la myosine.

D'aprés (Schiaffino et al., 2015).

Fabp3, Fabp4

Les Fatty acid binding protein (FABP) sont des protéines intracellulaires de liaison aux lipides
qui controle le métabolisme et le transport des acides gras a longue chaine. Fabp3 joue des
roles variés dans le transport des acides gras, la croissance cellulaire et la transcription des
genes. Fabp4 a été relié au développement du syndrome métabolique, du diabéte et de
l'artériosclérose (Tang ef al., 2016). Ceci est intéressant, car les souris TgGasp-1 agées de plus
de 15 mois développent un syndrome métabolique (Péri¢ ef al., en révision). Ces souris
présentent en effet une augmentation des taux de glucose sérique, une accumulation de lipides
intramusculaires importante, une stéatose du foie ainsi qu’une augmentation de la masse du
tissu adipeux. Ce phénotype est clairement différent de celui des souris knock-out pour la
myostatine qui présentent une diminution significative de leur masse graisseuse et un taux de

glucose sérique équivalent a celui des souris sauvages (McPherron et Lee, 1997). De plus, des
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variations dans la séquence du gene FABP4 ont ¢té associées au dépdt de graisse
intramusculaire chez le bovin (Barendse et al., 2009). Ceci est intéressant, car les souris

TgGasp-1 ont été associées a une augmentation du tissu adipeux.

Mmp2

Les métallo-protéases matricielles (mmp) sont des protéases qui jouent plusieurs roles dans la
modification de la matrice extracellulaire. Dans 1’ensemble les métallo-protéases peuvent
dégrader tous les composants de la matrice extracellulaire et doivent donc étre régulées
finement. Elles sont en général peu exprimées dans les tissus sains, mais leur expression
augmente lors des processus de remodelage tissulaire physiologique ou pathologique sous
I’effet de facteurs capables de moduler I’expression de leur géne. Dans ces conditions, elles
participent a divers phénomenes comme 1’angiogenese, la réparation tissulaire, la régénération
musculaire, I’embryogenése ou encore la cicatrisation cutanée. Mmp?2 joue ainsi un rdle dans
la prolifération des cellules satellites, c'est a dire que l'inhibition de Mmp2 inhibe la
prolifération des cellules satellites (Kamanga-Sollo et al., 2014). Ce role de Mmp?2 est

cohérent avec le fait que la sur-expression de GASP-1 entraine la sur-expression de Mmp2.

Serpinel

Le systéme plasminogene joue un role crucial dans la réparation de nombreux tissus, comme
les muscles squelettiques. Cette cascade inclut la protéine uPA et son inhibiteur principal
Serpinel/PAIl. La fonction classique de uPA est de cliver le plasminogene pour former la
plamine active, une protéase qui cible une large variété de molécules de la matrice extra-
cellulaire. Les souris déficientes en Serpinel/PAI-1 sont caractérisées par une régénération
musculaire accéléré (Koh et al., 2005 ; Sisson et al., 2009). La sur-régulation de Serpinel et
'augmentation du taux de différenciation et de prolifération des myoblastes sur-exprimant
GASP-1 est en contradiction avec le fait que le knock-out de Serpinel augmente la
régénération musculaire (Koh et al., 2005). Il est possible que la sur-régulation de Serpinel
par les myoblastes sur-exprimant GASP-1 ne soit pas due directement a la sur-expression de
GASP-1, mais plutot a I'augmentation de la différenciation. Dans cette idée, la sur-régulation
de Serpinel serait due a l'activation d'une voie de signalisation qui se mettrait en place pour

compenser l'augmentation de la différenciation des myoblastes surexprimant GASP-1.
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Mfap5
Mfap5/MAGP-2 est une glycoprotéine de la matrice extra-cellulaire qui a des fonctions dans
la maintenance de 1'intégrité des vaisseaux sanguins (Combs et al., 2013). Il a ét¢ montré que
la perte de miR-29 dans les myoblastes entrainent leur trans-différenciation en
myofibroblastes via le ciblage de molécules de la matrice extra-cellulaire comme Mfap5

(Wang et al., 2012). De plus, miR-29 est sous le contrdle de la voie des TGF}.

CD36
CD36 est une protéine multi-fonctionelle qui est impliquée dans le
métabolisme, I'immunité, 1'angiogenese et le comportement. De plus, CD36 est impliquée
dans la fusion des myoblastes durant la différenciation myogénique (Park et al., 2012). En
outre, l'inhibition de CD36 prévient I'accumulation de lipides dans les cardiomyocytes (Angin
et al., 2012). 11 est a noter que CD36 est sous-régulé par la sur-expression de GASP-1 or la
sur-expression de GASP-1 augmente le taux de différenciation et de prolifération des
myoblastes (Brun et al., 2014). La sous-régulation de CD36 et 'augmentation du taux de
différenciation et de prolifération des myoblastes sur-exprimant GASP-1 est en contradiction
avec le fait que le knock down de CD36 inhibe la différenciation des cellules myoblastiques
C2C12 (Park et al., 2012). 11 est possible que la sous-régulation de CD36 par les myoblastes
sur-exprimant GASP-1 ne soit pas due directement a la sur-expression de GASP-1, mais
plutdt a l'augmentation de la différenciation. Dans cette idée, la sous-régulation de CD36
serait due a l'activation d'une voie de signalisation qui se mettrait en place pour compenser

I'augmentation de la différenciation des myoblastes sur-exprimant GASP-1.

Emcn
Aucune ¢étude n'associe Emcn a une fonction musculaire mais ce géne est sur-exprimé environ
50 fois dans les myoblastes en différenciation sur-exprimant GASP-1. L'endomucine est une
O-sialoglycoprotéine exprimée a la surface de I'endothélium dans les veinules et les
capillaires. Cette protéine empéche le contact entre les leucocytes et les molécules d'adhésions
dans les tissus sans inflammation. La sous-régulation de l'endomucine est importante pour
faciliter 1'adhésion des leucocytes dans les tissus avec inflammation (Zahr et al., 2016).
L'endomucine n'est pas associée a un processus musculaire, selon la littérature, mais

I'inflammation des tissus musculaires est un pré-requis a la régénération musculaire
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(Schiaffino et al., 2016). Il serait intéressant d'étudier 1'effet de la sur-expression de GASP-1

dans la régénération musculaire et de vérifier 'implication de 1'endomucine dans ce processus.

Afin d’approfondir les connaissances acquises lors de 1’étude transcriptomique, une étude
protéomique a €té réalisée a partir de protéines extraites des quadriceps de souris TgGasp-1 et
sauvages. Cela a permis d’identifier des protéines comme PSEMI1, ACTA1l, CKM ou
GRP78/HSPAS qui semblent intéressantes a étudier.

Conclusion

Il semble établi que la protéine GASP-2 comme la protéine GASP-1 participe a I’homéostasie
du muscle squelettique adulte en régulant 1’activité de la myostatine. Comme observé lors de
la sur-expression de la protéine GASP-1 dans la lignée TgGasp-1, la sur-expression de GASP-
2 dans les lignées TgGasp-2 entraine une hypertrophie des fibres musculaires sans hyperplasie
avec cependant, un phénotype d'hypermusculature moins marqué. De plus, la sur-expression
de GASP-1 modifie des processus biologiques qui peuvent étre importants pour la croissance
musculaire telles que I'angiogenése ou le cycle cellulaire, entre autres.

Ces résultats permettent une meilleure compréhension des roles de GASP-2 et GASP-1 dans

la croissance musculaire, ce qui permettra a terme de mieux contrdler ce processus.
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Test LDH
Solutions utilisées :
Tampon de réaction (Tp1l)

: TEA 50mM
EDTA 5 mM

Annexe 1

NADH :

Pyruvate Na 2,07mM

7,04 mM

La distribution des échantillons est faite automatiquement selon le tableau 1 décrit ci-dessous :

Etape Distribution Incubation |Mesure 340 nm/380nm
1 Tpl, 140 ul
2 NADH, 10 pl
3 60 sec
4 Point final/Blanc
5 Echantillon, 2yl
6 60 sec
7 120 sec(7 points)

Tableau 1 : Protocole utilisé pour le dosage de la LDH sur ’analyseur Thermo Scientific

Test ICDH
Solutions utilisées :
Tampon de réaction (Tp2)

: Na2HPO4

MgCl12
Triton
NADP

Type Konelab 30

38,9 mM
0,5 mM
0,05%

0,36 mM

Isocitrate :

375,4 mM

La distribution des échantillons est faite automatiquement selon le tableau 2 décrit ci-dessous :

Etape Distribution Incubation [Mesure 340 nm/380nm
1 Tp2, 140 pl
2 60 sec
3 Isocitrate, 10 pl
4 Point final/Blanc
5 Echantillon, 2pl
6 60 sec
7 120 sec(7 points)

Tableau 2 : Protocole utilisé pour le dosage de I’'ICDH sur [’analyseur Thermo Scientific

Type Konelab 30

120



Annexe 2

Généalogies
Les croisements homozygotes sont désignés hm et les croissements hétérozygotes sont désignés het.
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Animal transgénique
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Annexe 3

Les différents processus biologiques affectés par la sur-expression de GASP-1

Processus biologiques :

- enrichis avec les génes variants a Oh de différenciation

- enrichis avec les génes variants a 12h de différenciation

- enrichis avec les génes variants a 24h de différenciation

G0O:0003012
G0:0090257
GO:0006936
GO0:0001525
GO:0001655
GO:0048514
GO0:0030155
GO:0001568
GO0:0001944
G0:0022603
G0:0072359
GO0:0072358
GO:0009611
GO:0061061

GO0:0001525
GO:0048514
GO:0001568
GO:0001944
G0:0072359
GO0:0072358
GO:0007010
GO:0007155
G0:0022610

GO:0006261
G0:0007059
GO:0000087
G0O:0000280
GO:0007067
GO:0048285
G0O:0006260
GO0:0051301
G0:0000279
G0:0022403
GO:0000226
G0:0000278
G0:0022402
G0O:0001525
GO:0010564
GO:0048514
GO:0001568
GO:0001944
GO:0007049
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116
176
324
229
406
253
469
484
573
701
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578
416

324
406
469
484
701
701
695
774
779

60
126
303
298
298
317
218
418
434
590
255
520
766
324
304
406
469
484

1087

54
30
44
66
45
78
48
83
84
98
116
116
94
67

76
84
90
92
118
118
112
122
122

26
43
85
83
83
85
58
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55
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158
65
60
78
86
88
195

12,07
6,83
10,37
19,08
13,49
2391
14,9
27,62
28,5
33,75
41,28
41,28
34,04
245

25,92
32,48
37,52
38,72
56,08
56,08
55,6
61,92
62,32

4,58
9,63
23,15
22,77
22,77
24,22
16,65
31,93
33,15
45,07
19,48
39,72
58,52
24,75
23,22
31,02
35,83
36,97
83,04

R
447
439
425
3,46
3,34
3,26
3,22
3,01
2,95
2,9

2,81
2,81
2,76
2,73

2,93
2,59
2,40
2,38
2,10
2,10
2,01
1,97
1,96

5,67
447
3,67
3,65
3,65
3,51
3,48
3,29
3,26
2,88
2,82
2,79
2,70
2,63
2,58
2,51
2,40
2,38
2,35

rawP
2,72E-021
3,35E-012
1,17E-016
3,33E-019
6,48E-013
7,34E-021
4,32E-013
8,97E-020
1,90E-019
4,55E-022
9,44E-025
9,44E-025
1,21E-019
4,29E-014

rawP
5,59E-018
3,22E-016
3,52E-015
3,16E-015
4,16E-015
4,16E-015
4,37E-013
1,83E-013
2,91E-013

rawP
4,00E-014
9,75E-018
5,89E-027
4,11E-026
4,11E-026
1,83E-025
1,39E-017
1,18E-028
4,46E-029
3,13E-029
1,33E-012
7,62E-024
5,92E-032
4,19E-013
6,93E-012
2,11E-014
1,59E-014
1,30E-014
7,51E-031

adjP
1,23E-018
2,94E-010
2,15E-014
7,53E-017
6,56E-011
2,88E-018
4,53E-011
2,51E-017
4,65E-017
2,43E-019
6,93E-022
6,93E-022
3,09E-017
5,14E-012

adjP
2,85E-015
9,38E-014
7,18E-013
6,78E-013
7,71E-013
7,71E-013
5,75E-011
2,67E-011
3,96E-011

adjP
5,04E-012
2,26E-015
3,87E-024
2,03E-023
2,03E-023
8,02E-023
3,05E-015
9,31E-026
4,40E-026
4,12E-026
1,19E-010
2,51E-021
2,34E-028
4,03E-011
4,88E-010
2,78E-012
2,24E-012
1,90E-012
1,48E-027
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Annexe 4

Liste des 600 geénes variant et appartenant aux processus biologiques activés. La couleur rouge
correspond aux ratios de sur-expression, la couleur bleue correspond aux ratios de sous-expression.

Gene number | Name chromosome | Ratiom2 Oh | Ratiom2 12h [ Ratio m2 24h
59308 | Emcn/endomucin 3
12562 | Cdh5/VE-cadherin/cadherin 5/VE-Cad 8
12495 | Entpdl 19
13024 | Ctla2a 13
11770 | Fabp4/fatty acid binding proteins 4
21838 | Thyl
18787 | Serpinel/Plasminogen activator inhibitor-1/PAI-1
16948 | Lox 18

50530 | Mfap5/MAGP-2

20344 | Selp/P-selectin

278507 | WFIKKN2 11

21789 | Tfpi2

29817 | Igfbp?

13614 | Ednl/ET-1/endothelin-1 13
19124 | Procr 2
19263 | Ptprb 10
19223 | Ptgis 2
14219 | Ctgf/CCN2 10
259277 | K1k8 8
68178 | Cgnll 9
238276 | AKAP5/AKAP150/AKAP79 12
94242 | Tinagll/Adrenocortical zonation factor 1/Lipocalin-7 4
13609 | S1prl/S1p/sphingosine-1-phosphate 3
20257 | Stmn2/stathmin-like 2 3
18788 | Serpinb2/PAI-2/Plasminogen activator inhibitor-2 1
18613 | Pecaml/cd31 9
68545 | Ecscr 18
14115 | Fbln2/fibulin 2 6
13601 | Ecm1 3
17395 | Mmp9 2
20287 | Sct/secretin 7
12490 | Cd34 1
21380 | Tbx1 16
16398 | Itga2 13
18595 | Pdgfra 5
64074 | Smoc2 17
12389 | Cavl 6
16323 | INHBA 13
17390 | Mmp2 8
20377 | Sfipl 8
20296 | Ccl2 11
11535 | Adm/adrenomedullin
14173 | Fgf2
18654 | Pgf/Placental growth factor 12
21788 | Tipi 2
18812 | Prl2c3 13
21824 | Thbd/thrombomodulin 2
11568 | Aebpl/ACLP/aortic carboxypeptidase-like protein 11
13805 | Eng/endoglin 2
16859 | Lgals9/galectin-9 11
18073 | Nid1/nidogen-1/entactin-1 13

13874 | Ereg/epiregulin 5 1,0731426
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80837 | Rhoj/TC10L 12
Gene number | Name chromosome
13057 | Cyba/p22phox 8
216616 | Efempl 11
65255 | Asb4 6
18791 | Plat/tissue plasminogen activator/tPA 8
22341 | Vegfc 8
18163 | Ctnnd2 15
13649 | Egfr/epidermal growth factor receptor 11
21345 | Tagln/sm22a/SM22alpha 9
16403 | Itga6 2
107849 | Prl2c5 13
50766 | Criml 17
16449 | Jagl 2
12159 | Bmp4 14
16000 | Igfl 10
18187 | Nrp2/Neuropilin-2 1
22240 | Dpysl3/Ulip/CRMP-4 18
14257 | Flt4 11
104027 | Synpo/synaptopodin 18
11489 | Adam12 7
64058 | Perp 10
14178 | Fef7 2
12161 | Bmp6 13
17760 | Mtap6/STOP 7
15368 | Hmox1/heme oxygenase-1 8
12628 | Cth 1
14600 | Ghr 15
19039 | Lgals3bp 11
16456 | F111/F11 receptor 1
330267 | Thsd7a 6
15937 | Ier3/IEX-1/gly96 17
17064 | Cd93 2
22223 | Uchll 5
12804 | Cntfr/ciliary neurotrophic factor receptor 4
12826 | Col4al 8
16416 | Itgb3/integrin-p3/Beta3-integrin 11
19224 | Ptgsl/cyclooxygenase-1/COX-1 2
17130 | Smadé6 9
20312 | Cx3cll/Fractalkine 8
11601 | Angpt2/angiopoietin 2 8
14066 | F3/Tissue factor/Tf 3
76969 | Chstl 2
11502 | Adam9 8
12552 | Cdhl1/cadherin 11 8
140580 | Elmol 13
223881 | Rndl 15
259300 | Ehd2 7
14239 | Foxsl 2
14419 | Gal/galanin 19
17304 | Mfge8/MFG-E8 7
74376 | Myol8b 5
16790 | Anpep/Cd13/APN 7
20613 | Snail/Snail 2
14457 | Gas7 11
54608 | Abhd2/alpha/beta hydrolase domain containing 2 7
12876 | Cpe/carboxypeptidase E 8
383619 | Aim2 1
17131 | Smad? 18
23972 | Papss2 19

Ratiom2 Oh | Ratiom2 12h Ratio m2 24h

1,2914741
1,1082393

1,2699313

1,2847282
1,1388027

1,2703114
1,1733862

1,2925789
1,1668394
1,063905 1,0445965

0,9659889 0,8735481
1,1350652

1,2989159
1,099174

1,1792983
1,2541674
1,2400105
0,7467354

1,212397

1,2025071

1,2423849 1,2687388
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227753 | Gsn/gelsolin 2
Gene number | Name chromosome
19225 | Ptgs2/COX2/Cyclooxygenase-2 1
18049 | NGF/nerve growth factor 3
448987 | FBXL7 15
14165 | Fefl0 13
18484 | Pam/peptidylglycine alpha-amidating monooxygenase 1
11745 | Anxa3 5
16193 | 116 5
12818 | Coll4al/collagen type XIV 15
22418 | Wnt5a 14
74202 | Fblim1/migfilin 4
12527 | Cd9/Tetraspanin CD9 6
20606 | Sstr2/sst2A 11
84004 | Mcam/CD146 9
106952 | ARAP3 18
54598 | Calcrl/Calcitonin receptor-like receptor 2
19664 | Rbpj/RBP-Jk/RBP-J/Rbpsuh 5
18984 | POR 5
14465 | Gata6 18
15901 | Id1 2
14260 | Fmnl 2
13841 | Epha7 4
13132 | Dab2/Disabled-2 15
21817 Tgm2/Transg1utamipase 2/Tissue transglutaminase )
2/TG2/Transglutaminase C
19699 | RELN 5
16848 | LENG 5
109620 | Dsp/desmoplakin 13
27205 | Podxl 6
15200 | Hbegf/heparin-binding EGF-like growth factor 18
286940 | Flnb/filamin B 14
21667 | Tdgf1/Cripto/Cripto-1 9
21923 | Tnc/Tenascin-C 4
56348 | Hsd17b12 2
232174 | Cyp26bl 6
17289 | Mertk 2
15903 | Id3 4
76527 | 1134 8
12837 | Col8al 16
23959 | Nt5e 9
14825 | Cxcll 5
16007 | Cyr61 3
20306 | Ccl7/MCP-3 11
12443 | CCND1/cyclin D1 7
16190 | [14ra 7
26949 | VATI1 11
12934 | Dpysl2 14
207683 | Igsf11 16
76686 | Clip3/Clipr-59 7
15804 Icam 1./intercellular adhesion molecule 1/ intercellular cell 9
adhesion molecule-1

11747 | AnxaS/annexin A5/Annexin V 3
16885 | LIMK1 5
12827 | Col4a2 8
19229 | Ptk2b/PYK?2/Raftk 14
16878 | Lif 11
18612 | ETV4/Pea-3/Pea3 11
67731 | Fbxo32/MAFbx/atrogin/atrogin-1 15
13036 | Ctsh/cathepsin H 9
14063 | F2rll1/Par2/Proteinase-activated receptor 2 13

Ratiom2 Oh | Ratiom2 12h Ratio m2 24h
0,9231204

1,1334436

1,082208
1,2223991 0,9552521
1,1849896 1,1966429

1,0450723
1,0817317

1,0929643 1,226103
1,1795354

0,9613777

0,7544319
1,0375731

0,8957034
0,9391163

0,8892357
1,1200353
1,2319893

1,1537857

1,2882048
0,9644187

1,0269716
1,0178478

1,098542
1,0592838
0,9471299

1,2312665
0,7753448

1,0500398

1,0706567
0,9786995

1,2396425
1,1256482
1,059894

)
)
)
>

1,2599529

1,2281368

1,0839985
1,1910509
1,0018487
0,9953048
0,8096956
1,2539793

1,1183681

1,203621

1,2951466
1,2020122

1,0968031
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27226 | Pla2g7/Lp-PLA2 17 1,0261336 1,0076317
Gene number | Name chromosome Ratiom2 12h Ratio m2 24h
11490 | Adam15/metargidin 3 1,1441053
15396 | HOXAL11 6
19016 | Pparg/peroxisome proliferator-activated receptor gamma 6
12368 | Casp6/caspase-6 3
22414 | WNT2B 3
69219 | Ddah1 3 1,2270967
22329 | Vcaml 3 1,2593161 1,1497794
14462 | Gata3 2 1,0940473 1,2322919
14461 | Gata2 6 1,0008219 1,0249802
53415 | Htatip2 7
19252 | DUSP1/MKP1/MKP-1 17
21943 | Tnfsfl 1/rankl 14
11482 | Acvrll/ALK1 15
26417 | MAPK3/p44/42 mitogen-activated protein kinase/Erk1 7
13003 | Vcan/versican 13 1,0695729 1,1722566
21929 | Tnfaip3/A20 10 1,2608989 1,0279332
21928 | Tnfaip2/M-sec/B94 12 1,1100913 1,014022
105450 | Mmrn2 14 1,1589781 1,0577007
12064 | Bdnf 2
21803 | Tgfbl/transforming growth factor-f1 7 0,979826 1,207459
78560 | Gpr124 8 0,8984201 0,8821637
54611 | PDE3A/Phosphodiesterase type 3A 6 1,1396452
22762 | Zfpm2/FOG2 15
15394 | Hoxal 6
11534 | Adk/adenosine kinase 14 1,1483805 1,0788103
12578 | Cdkn2a/pl6 4 0,7232065 1,2717668
11492 | Adam19/Meltrin beta 11 1,1937405
81877 | Tnxb/Tnx 17 1,1244674
20723 | Serpinb9/Proteinase inhibitor 9/PI9 13
109624 | Caldl/caldesmon 1 6
20563 | Slit2/slit-2 5
20304 | Ccl5 11 1,0982892
140484 | Pofutl/Protein O-Fucosyltransferase 1 2 0,9768019
54324 | Arhgef5 6 1,1376313
15902 | Id2 12 1,1311505 1,2431838
74199 | Vit 17 1,1564534 1,2158352
15212 | HEXB 13
14170 | Fgf15/FGF19 7 0,8384847 0,8830068
27059 | SH3D19 3 1,1945007 1,1667962
16669 | Krt19/keratin 19 11 1,2139452 1,2227821
14179 | Fgf8 19 0,9686115 1,1392515
18081 | Ninjl 13 1,0728625 1,0768811
17069 | Ly6e 15 0,8028102 1,1373041
22420 | WNT6 1 1,0910274 0,9269178
13822 | Epb4.112/4,1G 10 1,0880156
333883 | Cd59b 2 1,1664307
106759 | Ticam1/TRIF 17
16423 | Cd47 16
20204 | Prrx2 2
26397 | Map2k3/MKK3 11
20196 | S100A13 3
11752 | Anxa8 14
68588 | CTHRC1/collagen triple helix repeat containing 1 15
13838 | Epha4 1 0,9170739
79362 | Bhlhe41/BHLHB3/Sharp1/Sharp-1/DEC2 6 0,9037128
22416 | Wnt3a 11 1,0053951
16410 | Itgav/alphav-integrin 2 1,2425827
12977 | Csf1/MCSF 1,2653297 1,2730509
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1,054313

18552 | Pesk5/PC5/6 19 1,1125082
Gene number | Name chromosome Ratio m2 12h

121021 | Cspg4 9

23876 | Fbln5/fibulin-5 12
229474 | Fhdcl 3 1,299814

14268 | Fnl/Fn/fibronectin 1/fibronectin 1 1,286295

68606 | PpmIf 16 1,281212

15412 | HOXB4 11 1,273772 1,1726467
78334 | CDK19 10 1,269776 1,0424956
14159 | Fes 7 1,252216

109689 | Arrbl/B-Arrestin-1 7 1,251454

22390 | Weel 7 1,248198

16412 | Itgbl 8 1,233903

13642 | Efnb2/ephrin B2 8 1,230409

107951 | CDK9 2 1,23009
277360 | Prexl 2 1,214224

20720 | Serpine2/PAI-1/Protease nexin-1/PN1 1 1,213144

50490 | Nox4 7 1,211601

12359 | CAT 2 1,210831

15559 | HTR2B/5-HT2B/Serotonin 2B receptor 1 1,208861

13821 | Epb4.111 2 1,208072

110749 | CHAF1B 16 1,206701

98496 | PID1/NYGGF4 1 1,205599 1,1070286
50883 | CHEK2/CHK2/Cdsl 51 1,197885 0,9351196
65970 | Limal/Eplin 15| 1,195196

12577 | CDKNI1C/p57/p57Kip2 7 1,194563
19713 | Ret 6 1,192536

58994 | SMPD3 8 1,191911 1,1771034
56811 | Dkk2 3 1,191272 0,9198332
18186 | Nrpl/neuropilin-1/neuropilin 1/NP-1 8 1,18904

19876 | Robol 16 1,187833

12387 | Ctnnb1/p-Catenin 9 1,186638

13007 | Csrpl/CRP1 1 1,172286

69745 | POLD4 19 1,171088
192897 | Itgb4/integrin 34 11 1,171026

66934 | DSN1 2 1,168731

11491 | Adam17 12 1,166436

109711 | Actnl/a-actininl 12 1,164767

73379 | Dcbld2 16 1,164343

52276 | CDCAS 4 1,163148
76568 | 1ft46 9 1,160311

53869 | RABI1A 9 1,160306
20742 | Spnb2/Sptbnl/B2-spectrin 11 1,154176

16324 | Inhbb 1 1,148386 1,0402654
103733 | TUBGLI 11 1,146316 0,8491454
18647 | CDK14/Pftk1 5 1,143955 1,0659733
217866 | Cdc42bpb 12 1,138311

70417 | Megf10 7 1,137585

71461 | Ptk7 17 1,136593

19367 | RAD9/Rad%a 19 1,134213
13169 | Dbnl 11 1,12981

18140 | UHRF1 17 1,126397 0,7503235
71878 | FAM83D 1,125592 1,0794929
52118 | Pvr 1,125393

16176 | I11b/interleukin 1 beta 1,122702

16691 | Krt8/cytokeratin 8/keratin 8 15 1,120826

57257 | Vav3 1,111762

20750 | Sppl/secreted phosphoprotein 1 1,108814

23828 | Bves/Popdcl/Popl 10 1,108486
236539 | PHGDH 3 1,105471 0,8065574

Ratio m2 24h
1,1670629

1,0790432
0,9545471

1,1488035
1,0582204

1,0929075

1,1567264

0,9464128

1,2028974

1,0553891

1,1808241
1,2321209
0,8596866
0,8104329

0,8431653

1,0456916
0,8333094
0,9932993

0,9828641

1,1339143
0,7794008

0,8299571
1,0098023
1,078309

1,0283143

0,9454512
0,8951385
1,0112391

0,7202292
1,2006882
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17217 | MCM4 16 1,103473 0,7970515
Gene number | Name chromosome | Ratiom2 Oh | Ratiom2 12h

19294 | Pvrl2/nectin-2 7 1,103308
23834 | CDC6 5 1,101803

17216 | MCM2 6 1,097366

17535 | MRE11A/MREL11 9 1,097219 1,0668646

67177 | CDT1 8 1,096741 0,8212253

68339 | Cedc88c 12 1,096711
66442 | SPC25 2 1,096603

15117 | Has2 15 1,096448
66917 | CHORDCI1 9 1,094474

20740 | Spna2/Sptan1/alpha-II spectrin 2 1,092811
11820 | App/Abetad2/Abeta/amyloid beta (A4) precursor protein 16 1,092339

21894 | TInl/Talinl 4 1,0913 0,9450009
235041 | Kank2 9 1,08924

11518 | Addl 5 1,081259 0,8370314
76843 | DTL 1 1,08029

21825 | Thbsl 2 1,08007
71988 | ESCO2 14 1,079504
233651 | Dchsl 7 1,078839

67967 | POLD3/P66/P68/DNA polymerase delta 7 1,075751 0,7449527
226409 | ZRANB3 1 1,075169 0,8601595

13018 | CTCF 8 1,07439 1,1134758
268902 | Robo2 16 1,074015
12569 | Cdk5rl 11 1,072554

15183 | Hdac3 18 1,071015
66468 | SKA1 18 1,070984

20778 | Scarbl 5 1,070626
83436 | Plekha2/TAPP2 8 1,06751
223775 | PIM3 15 1,065891

20345 | Selplg/PSGL-1/CD162 5 1,057811
19650 | RBL1/p107 2 1,057253 0,805609
235559 | TOPBP1 9 1,056957 0,9489686

54635 | PDGFC 3 1,054256

20713 | Serpinil/neuroserpin 3 1,053124

22330 | Vcl/Vinculin 14 1,052626
269582 | CLSPN 4 1,050073

68999 | ANAPC10 8 1,048443 0,9625874

12835 | Col6a3 1 1,047003 0,7769717
20877 | AURKB 11 1,046347 0,7055913

20963 | Syk 13 1,039044
211651 | FANCD2 6 1,036877 0,7798329

73139 | CENPV 11 1,036048 1,0049727

56742 | PSRCI1 3 1,035685 1,1039259

77065 | INTS7 1 1,035657 0,8766986

66140 | Ska2 11 1,035539 1,0612632

12534 | CDK1 10 1,032937 0,7303446

14234 | Foxc2 811,030829
67896 | Ccdc80 16 | 1,030633

17756 | MTAP2/Map2/MAP-2 1 1,027635

17218 | MCMS5 8 1,026015

67121 | MASTL 2 1,025987 0,7384885

14369 | FZD7 1 1,025903 1,0452634

17886 | Myh9 15 1,021049
51885 | TUBGCP4 2 1,021044

83964 | Jam3 9 1,017233

17220 | MCM7 5 1,015782

70383 | COX10 11 1,015454

102423 | HINFP 9 1,013305

59003 | Maea 1,011869
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Ratio m2 12h Ratio m2 24h

1.0144017

1,0438718

0,9847419
1,0180749 0,9371784

0,91058

1,2792675

0,7178303

1,0122773

0,9493983

1,2126763

12544 | CDC45 16 1,011054
Gene number | Name chromosome | Ratio m2 Oh
83383 | Tfap4 16 1,010335 0,7160214
67166 | ARL8B 6 1,009515 0,9811978
15201 | HELLS/PASG 19 1,00866 0,7630272
69885 | Clhel 4 1,008207 0,7942705
230784 | SESN2 4 1,007767 0,9316563
17685 | MSH2 17 1,007321 0,7403956
77579 | MYH10/nonmuscle myosin/NM II-B/nonmuscle myosin 1IB 11 1,005246 1,0030576
13605 | ECT2 3 1,00359 0,7624856
12816 | Coll2al 9 1,002266
17279 | MELK 4 1,00039
15139 | He 2 1
17215 | MCM3 1 0,999021
16362 | IRF1/IRF-1 11 0,99733
234094 | Arhgef10 8 0,997244
170731 | MFN2/mitofusin 2/mitofusin-2 4 0,996416
19360 | RAD50 11 0,994817
12447 | CCNE1 7 0,988983
12452 | CCNG2 5 0,988291
93892 | Pcdhb21 18 0,987198
50791 | Magi2 5 0,98651
212377 | Mms221 4 0,984931 0,7469635
16475 | Jub/Ajuba 14 0,982982
72119 | Tpx2 2 0,981503
18817 | Plk1/polo-like kinase 1/Plk-1 7 0,98119
16579 | Kifap3 1 0,98087
13837 | EPHA3/Cek4/Mek4/Tyro4 16 0,980625 1,240343
327762 | DNA2 10 0,980357 0,8323752
13860 | Eps8 6 0,979587
66977 | NUF2 1 0,979263 0,751591
240087 | MDC1 17 0,977353 0,8116048
105988 | Espll 15 0,973294
67141 | Fbxo5 10 0,972919
66671 | CCNH/cyclin H 13 0,970398
235072 | SEPT7 9 0,969473
12176 | BNIP3 7 0,961321
17258 | Mef2a 7 0,958173
17151 | CCNDBP1 2 0,957924 1,1996218
12189 | BRCALI 11 0,957644 0,7840722
30939 | PTTG1 11 0,957151 0,8289065
20957 | SYCP1/SCP1 3 0,953635 1,2869618
16765 | STMN1/stathmin 1 4 0,951628 0,7905649
320209 | DDX11 17 0,951605 0,7890639
14211 | SMC2 4 0,948023 0,8518849
210711 | Mcmbp 7 0,947259 0,9127331
235574 | Atp2cl/SPCAL 9 0,944377
12144 | BLM 7 0,94287 0,8686305
68755 | CGRRF1 14 0,942381 1,1845166
69928 | APITDI 4 0,94214 0,7915703
17219 | MCM6 1 0,940293
67037 | PMF1 3 0,94008
16551 | KIF11 19 0,938552
217653 | Mis18bpl 12 0,9381
12421 | RBICCI/RBI -inducible coiled-coil 1/FIP200 1] 0938067
12545 | CDC7/Cell division cycle 7 5 0,938051
22367 | VRK1 12 0,937889
11799 | Birc5/survivin 11 0,935996
66898 | Baiap2l1 5 0,93521
13052 | Cxadr/coxsackie virus and adenovirus receptor/CAR 16 0,93469
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12615 | Cenpa 5 0,933434
Gene number | Name chromosome | Ratiom2 Oh | Ratiom2 12h

108912 | CDCA2 14 0,932383 0,7426784
66634 | MCMS8 2 0,929228 0,7616046
328580 | Tubgcp6 15 0,928438

67849 | CDCAS 19 0,928204 0,7177615
68298 | NCAPD2 6 0,92635 0,835212
26909 | EXO1 1 0,92316

51944 | knstrn 2 0,923091
108000 | CENPF/Lek1 1 0,92075

104156 | ETV5/ERM 16 0,918246
233406 | PRC1 7 0,91786 0,7607093
107995 | CDC20 410917514 0,8099503
76044 | NCAPG2 12 | 0,914239

18576 | Pde3b 7 0,908647

18763 | Pkdl/polycystin-1 17 0,908339
12053 | Bel6/LAZ3 16 0,905834

70385 | Spdll 11 0,904963 0,7853245
218977 | DLGAP5/Dap-5 14 0,902621 0,7899506
16800 | Arhgef2/GEF-H1/Lfc 3 0,899438
230376 | HAUS6 4 0,898778 0,7075054
15242 | HHEX/Hex/hematopoietically expressed homeobox 19 0,897668 1,19847
69716 | TRIP13 13 0,896556 0,7564616
71819 | Kif23/MKLP1 9 0,893096
215387 | NCAPH 2 0,892825

76454 | FBXO31 8 0,892266 0,8259617
70218 | KIF18B 11 0,887133 0,7471271
52679 | E2F7 10 0,886741 0,7222688
404710 | IQGAP3 3 0,886055 0,9935016
60530 | FIGNLI 11 0,885578 0,822057
228421 | Kifl8a 2 0,884717

73804 | Kif2¢c 4 0,884

66953 | CDCA7 2 0,883186
12235 | BUBI 2 0,883011

12035 | BCAT1/BCATc 6 0,882077
12823 | Col19al/Collagen XIX 1 0,88163

68743 | ANLN/Scraps 9 0,880253

12649 | Chekl 9 0,879484

16319 | INCENP 19 0,878479

99100 | CEP152 2 0,877142
18973 | POLE 5 0,876107

12236 | BUB1B/BUBRI 2 0,875163

74192 | Arpc5l 2 0,874316

12532 | CDC25C/Cdc25 18 0,874153

16881 | LIG1 7 0,873149
219072 | Haus4 14 0,870715

74107 | CEP55 19 0,868989
18974 | POLE2 12 0,868699

72415 | Sgoll 17 0,866472

80986 | CKAP2 8 0,864631
67629 | SPC24 9 0,859363

16553 | KIF13A 13 0,856806
54141 | Spag5 11 0,854078

18005 | NEK2 1 0,853996
19075 | PRIM1 10 0,851177

20878 | AURKA 2 0,844915
240641 | KIF20B/Mphosphl/magoo 19 0,843894

19645 | Rbl 14 0,843292

20873 | Plk4 3 0,842499

67052 | Ndc80 17 0,84158

Ratio m2 24h

0,9531183

0,7337314

1,0751974

0,8935859
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56047 | Msln 17 0,841432
Gene number | Name chromosome | Ratiom2 Oh | Ratiom2 12h
54392 | NCAPG 5 0,840205 0,7396327
21335 | TACC3 5 0,839772 0,9071741
219114 | Ska3 14 0,839633
102774 | BBS4 9 0,838775 0,7210794
18952 | SEPT4 11 0,838532 0,8038245
208628 | KNTC1 5 0,837437 0,8236481
17865 | Mybl2/B-Myb 2 0,83607
74256 | Cyld 8 0,835705
229841 | CENPE 3 0,835106
12428 | CCNA2/cyclin A2 3 0,830835
26934 | Racgapl/MgcRacGAP 15 0,830527
21749 | Terfl/TRF1 1 0,829704
93878 | Pcdhb7 18 0,828421
71846 | SYCE2 8 0,828053
19361 | RADSI 0,826963
17427 | MNS1 9 0,821534
21808 | TGFB2 1 0,811884 1
327799 | USP44 10 0,810151 1,0752171
105837 | MTBP 15 0,810108 0,7125554
26920 | CEP110/Cntrl/centriolin 2 0,809386 0,8673678
12190 | Brca2 5 0,80609
209462 | HACEL 10 0,804045 1,1041961
101565 | Cepl 10 7 0,79778 0,860646
72107 | DSCC1 15 0,793128
208846 | Daam1 12 0,788596
242705 | E2F2 4 0,785717 0,7841843
237436 | GAS2L3 10 0,782952 1,0588104
382090 | cepl62 0,781455 0,7742692
12704 | CIT 5 0,780707 0,9754396
12316 | ASPM 1 0,770173
77963 | HOOK1 4 0,76804
76464 | Casc5 2 0,765319
78733 | Troap 15 0,763181
14841 | GSG2 11 0,761868
30928 | Z{p238/Rp58 1 0,76036
16332 | Inppl1/SHIP2/SHIP-2 7 0,754434
17345 | MKI67/Ki-67 7 0,752431
77011 | Ticrr 7 | 0,749549
18040 | Nefm 14 0,727072
23969 | Pacsinl 17 0,705966
231148 | Ablim2 5
12442 | CCNB2 9
12801 | Corl 4
16776 | Lama5 2 0,7733602
57373 | Akipl 7 1,001092
11539 | Adoral/Adenosine Al receptor/Al adenosine receptor 1
17988 | NDRG1/RTP/Drgl/Cap43/rit42/TDD5/Ndrl 15
13982 | ESR1/estrogen receptor-o 10
108699 | CHNI 2 0,8561903
14180 | Fefy 14
18039 | Nefl/NF68 14
13610 | S1pr3/sphingosine-1-phosphate receptor 3 13
73713 | Rbm20 19 1,0671715 0,949925
229285 | SPG20 3 1,0681283 1,1669751
14537 | Gentl/core 2 n acetylglucosaminyltransferase 19 0,7030803 0,7191579
53620 | Vamp5/vesicle-associated membrane protein 5 6 0,7469118 1,0882445
11689 | Alox5/5-lipoxygenase 6
21987 | TPD52L1 10
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26903 | Dysf/dysferlin 6 1,0682955 1,0450616
Gene number | Name chromosome Ratio m2 12h Ratio m2 24h
104252 | Cdc42ep2/CEP2 19 0,964467
24063 | SPRY 1/sprouty! 3 0,960412 0,7334131
22422 | Wnt7b 15 0,8900679 0,7825536
21956 | Tnnt2 1 0,8600875 0,9189365
20192 | Ryr3/ryanodine receptor 3 2
22393 | WFSI 5
329828 | AI464131/Net37 4 1 0,7916252
14360 | FYN 10 0,8079238 1,1722656
12373 | Casq2 3 0,9918135
75547 | Akap13/AKAP-Lbc 7 1,0215785
105855 | Nckapll 15
433766 | Trim63/MuRF1 4
21957 | Tnnt3 7 0,9704724
235542 | Ppp2r3a 9 0,9003716
320910 | Itgb8/Beta8 integrin 12
14154 | Femla 17 0,7256376 0,8914418
57339 | Jph1/JP-1/Jp1/Junctophilin 1 1 0,9782603 1,0136935
13845 | Ephb3/Hek2/MDK5/Sek4 16 0,7766329 1,2501438
68016 | Murc 4 0,909305 0,9609599
20661 | Sortl/sortilin 1 3 1,0545577 1,0099103
27428 | Shroom3 5 0,9172926
16420 | Itgb6 2
69737 | Ttl/tubulin tyrosine ligase 2

21809

TGFB3/Transforming Growth Factor-Beta 3

1,0779932

21952

Tnnil/ssTnl

0,7251895 1,0173123

11932

Atp1b2/Na,K-ATPase subunit beta2/beta 2- subunit of the Na,

K-ATPase

18003

NEDD9

0,7390948

18128

Notchl

15258

Hipk2/homeodomain interacting protein kinase 2

75033

Mei4

225288

Fhod3/Formin-g/Fhos2

0,8120224 1,0768784

56188

Fxydl/phospholemman

320343

Lypd6

53376

Usp2

0,809157

0,7856138

107351

Kank1

0,9361023 1,2360095

53318

Pdlim3/ALP

0,9513916 0,9711327

17700

Mstn

1,2978505

16322

Inha/inhibin o

1,1627947

17901

Myl1/MLCI1f/fast Myosin light chain 1/MLC3f

0,7481256 1,0319148

22437

Xirpl/xin

0,8567211

1,1025207

235281

Scn3b

0,8189063

21955

Tnntl

0,8210952

0,8821488

98660

Atpla2/Na,K-ATPase o2-isoform/Na(+)/K)+)-ATPase a2-
isoform

57278 | Bcam 7
13867 | Erbb3 10
20356 | SemaSa 15
76469 | CmyaS/Myospryn 13
12180 | Smyd1/Bop 6 0,728356
17260 | Mef2c 13 0,8236576
17996 | Neb 2 0,8684569 1,062809
20190 | Ryrl/ryanodine receptor 1 7 0,9146265 1,1012833
116904 | Alpk3 7 0,8130519 0,8248201
17930 | Myom2 8 1,0069861 0,801908
68802 | Mypn/Myopalladin 10 0,9499635 1,1230888
14177 | Fgf6 6 1,0016197
12391 | Cav3 1,0344288
11937 | Atp2al/SERCA1 0,8203474
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77125 | 1133/interleukin 33/IL-33 19
Gene number | Name chromosome
238161 | Akap6/mAKAP 12
11423 | Ache
17906 | Myl2
16011 | Igfbp5/IGFBP-5 1
21953 | Tnni2 7
216459 | Myl6b/MLCISA 10
56012 | Pgam2 11
114301 | PALMD 3
16401 | Itgad/integrin a4 2
12323 | CAMK2B/CaMKIIB 11
19091 | Prkg1/PKGI/cGKI/cGMP-dependent protein kinase 19

17929 | MyomI/myomesin 1/Skelemin 17
11474 | Actn3/0-Actinin-3 19
22061 | TRP63/p63 16
17189 | Mb 15
319713 | Ablim3 18
17882 | Myh2 11
242022 | Frem2 3
11472 | Actn2/0-Actinin2/alpha-actinin 2 13
12372 | Casql/calsequestrin-1 1
434246 | Trim72/MG53 7
12292 | Cacnals/Cchlla3/Cavl.1 1
21393 | Tcap/telethonin/titin-cap/t-cap 11
140781 | Myh7 14
13009 | Csrp3/MLP/Muscle LIM protein 7
17879 | Myhl 11
17884 | Myh4/MyHC lib/IIb MyHC 11
17878 | Myf6/herculin 10
227580 | Clql3 2
109272 | Mybpcl/myosin binding protein-C slow 10

12491

Cd36/ fatty acid translocase

Ratiom2 Oh | Ratiom2 12h

Ratio m2 24h

0,905554

0,7863862

0,9809875

0,7368291
0,7420664

0,715344

0,8182255

1,1027767

0,8052636

0,7166784
0,8340212
0,7348722

0,8442141
0,8089261

0,9554915

0,7735769
0,8009003
0,7614426

0,9190335
0,7465019
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Résumé

La masse musculaire est largement régulée par des voies de signalisation contrélant I'équilibre entre la
synthése et la dégradation des protéines myofibrillaires. Ainsi, la myostatine, membre de Ia
superfamille des TGFp, cible un certain nombre de réseaux de signalisation impliqués dans la
régulation de la masse musculaire, notamment la voie de signalisation Akt/mTOR. La myostatine est
un des inhibiteurs majeurs de la myogenése en exer¢ant un contréle négatif sur la prolifération et
différenciation des myoblastes. A I’heure actuelle, la myostatine est au centre de nombreuses
stratégies thérapeutiques notamment dans le cadre de thérapies visant a améliorer la fonction
musculaire dans les cas d’atrophie ou myopathies. Les protéines GASP-1 et GASP-2, deux protéines
sécrétées contenant plusieurs domaines associés a des inhibiteurs de protéases, ont été décrites comme
antagonistes de la myostatine. L’Unité de Génétique Moléculaire Animale a mis en place des
stratégies in vitro et in vivo afin de déterminer les fonctions des protéines GASP, notamment dans le
contexte myogénique. Dans un premier temps, I'équipe a généré une lignée de souris transgéniques
TgGasp-1 sur-exprimant le géne Gasp-1. Cette lignée présente une augmentation globale du poids des
muscles squelettiques et une hypertrophie, conséquences d'une inhibition de la myostatine. Cependant,
contrairement aux souris knock-out pour la myostatine (Mstn-/-), cette lignée ne présente ni
d’hyperplasie, ni de changement dans la proportion des différents types de fibres musculaires, ni de
variation de métabolisme.

Afin de mieux comprendre le role des protéines GASP dans le développement musculo-squelettique,
deux approches complémentaires ont été développées au cours de cette thése.

Une premicre approche in vivo, avec 'é¢tude d'une lignée murine TgGasp-2 sur-exprimant le géne
Gasp-2, a permis de mettre en évidence un phénotype musculaire semblable aux souris sur-exprimant
Gasp-1. En effet, I'analyse phénotypique de ce modéle murin montre a 12 semaines, une augmentation
globale du poids des souris et de certains muscles squelettiques due a une hypertrophie des fibres
musculaires. Comme pour les souris sur-exprimant Gasp-I, a la différence des souris Mstn-/-, le
nombre total de fibres des souris TgGasp-2 et leur métabolisme ne présentent pas de variation par
rapport aux souris sauvages. Une seconde approche in silico, suite a une étude transcriptomique et
protéomique a partir de mod¢les murins sur-exprimant ou non GASP-1, a permis d'identifier différents
processus biologiques et voies de régulation controlées par GASP-1.

Mots clés : Muscle, hypertrophie, GASP, myostatine, souris

Abstract

Muscle mass is largely regulated by signaling pathways controlling the balance between synthesis and
degradation of myofibrillar proteins. Thus, myostatin, a member of the TGF superfamily, targets a
number of signaling networks involved in the regulation of muscle mass, in particular the Akt / mTOR
signaling pathway. Myostatin is one of the major inhibitors of myogenesis by exerting a negative
control on the proliferation and differentiation of myoblasts. Today, myostatin is involved in many
therapeutic strategies which aim to improve muscle function in cases of atrophy or myopathies.
GASP-1 and GASP-2 are two secreted proteins containing several domains associated with protease
inhibitors, and described as myostatin antagonists. The Animal Molecular Genetics laboratory has
developed in vitro and in vivo strategies to determine the functions of GASPs proteins in a myogenic
context. First, we generated a transgenic mouse line TgGasp-1 over-expressing the Gasp-1 gene. This
line shows an overall increase in skeletal muscle weight and hypertrophy, a consequence of myostatin
inhibition. However, unlike myostatin knockout mice (Mstn -/-), this line shows neither hyperplasia,
nor change in the proportion of different types of muscle fibers. Moreover, the global metabolism is
not affected. In order to better understand the role of GASPs proteins in musculoskeletal development,
two complementary approaches were developed during this thesis :

(i) the study of a murine TgGasp-2 line over-expressing Gasp-2 reveals a muscular phenotype similar
to the TgGasp-1 mice. At 12 weeks, we observed an overall increase in body and some skeletal
muscles weight due to a hypertrophy of the myofibers. As the TgGasp-1 mice, and unlike the Mstn -/-
mice, the number of fibers and the metabolism of TgGasp-2 mice did not vary compared to the wild-
type mice (ii) /n silico analyses allow us to identify different biological processes and regulated
pathways controlled by GASP-1.

Keywords: Muscle, hypertrophy, GASP, myostatin, mouse



