
Shiota C. et al., Page 1 

F la vone s  i nh i b i t  LP S - i nduce d  a t r og i n -1 / M AFbx  e x pr es s i o n  i n  

m ouse  C2 C1 2  s k e l e ta l  m yotube s   

 

Ch ie ko  Sh io ta 1 , 2 ,  Tomo k i  A be 1 ,  No bu h i ko  Ka wa i 1 , 2 ,  A ya ko  O hn o 1 ,  

Sh ige t a da  Te sh ima -Ko n do 1 ,  H i r o yo  Mo r i 2 ,  Jun j i  T e rao 3 ,  E i j i  5  

Tan a ka 2 ,  T a ke sh i  N i ka wa 1 *  

 

1  Dep a r t me n t  o f  Nu t r i t i o n a l  P h ys io lo g y ,  I n s t i t u te  o f  Hea l t h  

B io sc i e n ce s ,  To ku sh i ma   Un i ve rs i t y  G rad ua t e  S cho o l ,  To ku sh i ma ,  

Jap an ;  2  De p a r t men t  o f  O r th od on t i c s  a nd  De n t o fa c i a l  1 0  

O r th o pe d i cs ,  To ku sh i ma  Un i ve rs i t y  G ra du a te  S ch o o l  o f  O ra l  

S c ie n ce ,  To ku sh ima ,  Jap a n ;  3 De pa r t me n t  o f  Foo d  S c ien ce ,  

I n s t i t u t e  o f  He a l t h  B io sc ie n ce s ,  To ku sh ima  Un i ve rs i t y  G ra du a te  

S ch oo l  , To ku sh ima ,  Jap an  

 1 5  

* Cor re s pond i ng  a u thor :  T a ke sh i  N i ka wa ,  MD,  Ph D ,  

Dep a r tm en t  o f  Nu t r i t i on a l  P h ys io l o g y ,  I n s t i t u t e  o f  Hea l t h  

B io sc i e n ce s ,  

 To ku sh im a  Un i ve rs i t y  G ra du a te  S cho o l  

3 -1 8 -15  Ku ra mo t o -ch o ,  To ku sh ima  7 70 -8 5 03 ,  Ja pa n .  2 0  

Te l  +81 -8 8 -6 3 3 -9 24 8 ,  Fa x  +8 1 -8 8 -63 3 -70 86  

E -m a i l  n i ka wa @ t o ku sh im a -u . a c . jp  

Num be r  o f  Ta b le s :  0  

Num be r  o f  F i gur es :  4  

Runn i ng  hea d:  F la vo ne s  p re ve n t  LP S - i n du ced  m u sc le  a t rop h y  2 5  

 



Shiota C. et al., Page 2 

S umm a r y  

Mu s c l e  a t r op h y  i s  a  c om p l e x  p r o c e s s  t h a t  oc c u r s  a s  a  c o n s eq u e n c e  

o f  v a r i o u s  s t r e s s  e v e n t s .  Mu s c l e  a t r o p h y - a s s o c i a t e d  g e n e s  

( a t r og e n e s )  s u c h  a s  a t r og i n - 1 / MA F b x  a n d  Mu R F - 1  a r e  i n d u c e d  e a r l y  3 0  

i n  t h e  a t r o ph y  p r o c e s s ,  a n d  t he  i n c r e a s e  i n  t h e i r  e x p r e s s i o n  

p r e c e d e s  t h e  l o s s  o f  m us c l e  we i g h t .  A l t h o ug h  a n t i o x i d a t i v e  n u t r i e n t s  

s u p p r e s s  a t r og e n e  e x p r e s s i o n  i n  s k e l e t a l  m u s c l e  c e l l s ,  t h e  i n h i b i t o r y  

e f f e c t s  o f  f l a v o n o i d s  o n  i n f l a m m a t i o n - i n d u c e d  a t r og i n - 1 / MA F b x  

e x p r e s s i o n  h a v e  n o t  b e e n  c l a r i f i e d .  H e r e ,  we  i n v e s t i g a t e d  t h e  3 5  

i n h i b i t o r y  e f f e c t s  o f  f l a v o n o i d s  o n  l i p o p o l y s a c c h a r i d e  ( L P S ) - i n d u c e d  

a t r og i n - 1 / MA F b x  e x p r e s s i o n .  W e  e x am i n e d  w h e t h e r  n i n e  f l a v o n o i d s  

b e l o ng i ng  t o  s i x  f l a v o n o i d  c a t eg o r i e s  i n h i b i t e d  a t r og i n - 1 / MA F b x  

e x p r e s s i o n  i n  m o u s e  C 2 C 1 2  m y o t u b e s .  T wo  m a j o r  f l a v o n e s ,  a p ig e n i n  

a n d  l u t e o l i n ,  d i s p l a y e d  p o t e n t  i n h i b i t o r y  e f f e c t s  o n  a t r og i n - 1 / MA F b x  4 0  

e x p r e s s i o n .  T h e  p r e t r e a t m e n t  w i t h  a p ig e n i n  a n d  l u t e o l i n  s i g n i f i c a n t l y  

p r e v e n t e d  C 2 C 1 2  m y o t u b e  d i a m e t e r  c au s e d  b y  L P S  s t im u l a t i o n .  

I m p o r t an t l y ,  t h e  p r e t r e a t m e n t  o f  L P S - s t i m u l a t ed  m y o b l a s t s  w i t h  t h e s e  

f l a v o n e s  s i g n i f i c a n t l y  i n h i b i t e d  L P S - i n d uc e d  J N K  p h o s p h o r y l a t i o n  i n  

C 2 C 1 2  m y o t u b e s ,  r e s u l t i ng  i n  t h e  s i g n i f i c a n t  s u p p r e s s i o n  o f  a t r og i n -4 5  

1 / MA F b x  p r om o t e r  a c t i v i t y .  T h es e  r e s u l t s  s ug g es t  t h a t  a p ig e n i n  a n d  

l u t e o l i n ,  p r e v e n t  L P S - m e d i a t ed  a t r o g i n - 1 / M A F b x  e x p r e s s i o n  t h r o ug h  

t h e  i n h i b i t i o n  o f  t h e  J N K  s i g n a l i n g  p a t h wa y  i n  C 2 C 1 2  m y o t u b e s .  T h u s ,  

t h e s e  f l a v o n e s ,  a p ig e n i n  a n d  l u t e o l i n ,  m a y  b e  p r om i s i ng  ag e n t s  t o  

p r e v e n t  L P S - i n d u c e d  m us c l e  a t r o p h y .  5 0  

Key  w or ds :  F la von e s ,  LP S ,  mu sc l e  a t rop h y ,  JNK    
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I n t r o d u c t i o n  

Sk e l e t a l  m u s c l e  i s  a p p r o x i m a t e l y  4 0 – 5 0%  o f  h um a n  b o d y  we i g h t ,  

m ak i ng  t h i s  m us c l e  t h e  l a r g e s t  t i s s u e  m a s s  a n d  t h e  m o s t  im p o r t a n t  

p r o t e i n  r e s e r v o i r  i n  t h e  b o d y .  Mu s c l e  m a s s  m a i n t e n a n c e  i s  d e p e n d e n t  5 5  

o n  t h e  b a l a n c e  b e t we e n  s y n t h e s i s  a n d  b r e ak d o wn  o f  m y o f i b r i l l a r  

p r o t e i n s  ( 1 ) .  S ig n a l  t r a ns d u c t i o n  p a t h wa y s  p r om o t e  t h e  s y n t h es i s  

a n d / o r  d eg r a d a t i o n  o f  m u s c l e  p r o t e i n s  a n d  m e d i a t e  t h e  r eg u l a t i o n  o f  

m u s c l e  ho m e os t a s i s  a s  we l l  a s  m u s c l e  h y p e r t r o p h y  o r  a t r o p h y .  

Mu s c l e  a t r o p h y ,  c h a r a c t e r i z e d  b y  t h e  p r og r e s s i v e  l o s s  o f  m us c l e  6 0  

m a s s  a n d  s t r e ng t h ,  i s  a  c om p l e x  p r o c e s s  t h a t  o c c u r s  a s  a  

c o ns eq u e n c e  o f  v a r i o u s  s t r es s  e v e n t s ,  i n c l u d i n g  n e u r a l  i n a c t i v i t y ,  

m e c h a n i c a l  u n l o a d i ng ,  i n f l am m a t i o n ,  m e t a bo l i c  s t r es s ,  a n d  e l e v a t e d  

g l u c o c o r t i c o i d s  ( 2 ) .   

    T h e  m o l e c u l e s  a n d  c e l l u l a r  p a t h wa y s  r eg u l a t i ng  s k e l e t a l  m u s c l e  6 5  

a t r o p h y  a r e  s t i l l  b e i ng  d i s c o v e r e d ;  h o we v e r ,  m u l t i p l e  s t u d i e s  h a v e  

s h o wn  t h a t  m us c l e  a t r o p h y  i n  s e p s i s  i s  p r i m a r i l y  t h e  r e s u l t  o f  

i n c r ea s e d  p r o t e i n  b r e ak d o wn  ( 3 , 4 )  v i a  t h e  u b iq u i t i n - p r o t e a s om e  

p a t h wa y  ( 5 , 6 ) .  S p e c i f i c a l l y ,  u b iq u i t i n - p r o t e i n  l i g a s e s  ( E 3 S ) ,  a t r og i n -

1 / MA F b x  a nd  Mu R F - 1 ,  a r e  c r i t i c a l  i n  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  m u s c l e  7 0  

a t r o p h y  ( 7 , 8 ) .  A t r o g i n - 1 / M A F b x  a n d  Mu R F - 1  a r e  i n d u c e d  i n  t h e  e a r l y  

a t r o p h y  p r o c e s s ,  a n d  t he  i n c r e a s e  i n  t h e i r  e x p r e s s i o n  p r e c e d e s  t h e  

l o s s  o f  m u s c l e  w e ig h t  ( 9 ) .  L i p o p o l y s a c c h a r i d e  ( L P S ) - a c t i v a t e d  t o l l -

l i k e  r e c e p t o r - 4  ( T L R 4 )  i n d u c e s  C 2 C 1 2  m y o t u b e  a t r o p h y  b y  u p -

r eg u l a t i ng  t h e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  u b iq u i t i n  l i g a s e  a t r og i n - 1 / MA F b x  7 5  

( 1 0 ) .  B a s e d  o n  t h e s e  f i n d i ng s ,  we  h y p o t h e s i z e d  t h a t  t h e  i n h i b i t i o n  o f  
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a t r og i n - 1 / MA F b x  a n d  Mu R F - 1  e x p r e s s i o n  m a y  p r e v e n t  o r  r e du c e  

m u s c l e  a t r o p h y .  

D i e t a r y  f l a v o n o i d s  a r e  u b iq u i t o u s l y  i n c l u d e d  i n  p l a n t  f oo d s  a n d  

h a v e  a t t r ac t e d  c o n s i d e r a b l e  a t t e n t i o n  r eg a r d i n g  t h e i r  h e a l t h  e f f ec t s  8 0  

( 1 1 , 1 2 ) .  P r e v i o u s l y ,  p e r i o d i c  i n j e c t i o n  o f  t h e  f l a v o n o l - t y p e  f l a v o n o i d  

q u e r c e t i n  i n t o  t h e  g as t r o c n em i u s  m u s c l e  wa s  s h o wn  t o  b e  e f f ec t i v e  

i n  p r e v e n t i n g  m u s c l e  we i g h t  i n  m i c e  t h a t  u n d e r we n t  t a i l  s u s p e n s i o n  

( 1 1 ) .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  p r i n c i p a l  f l a v o n o i d  p r e n y l a t i o n  e n a b l e d  

n a r i n g e n i n  wh i c h  i s  c om m o n l y  f o u n d  i n  g r a p e f r u i t  a n d  s o u r  o r a ng es  8 5  

t o  p r e v e n t  m us c l e  a t r o p h y  i n d u c e d  b y  d i s u s e  i n  d e n e r v a t e d  m i c e  ( 1 3 ) .  

I n  a d d i t i o n ,  f l a v o n o i d s  p r e v e n t  m u s c l e  a t r o p h y  i n d u c e d  b y  

i n f l am m a t o r y  c o n d i t i o n s  s u c h  a s  s e p s i s .  F l a v o n o i d s  a r e  c a t eg o r i z e d  

i n t o  t h e  f o l l o w i n g  s i x  m a j o r  s u bc l a s s es  b as e d  o n  t h e i r  r a ng e  a nd  

s t r uc t u r a l  c o m p l e x i t y :  f l a v o n o l s ,  f l a v o n e s ,  f l a v a n - 3 - o l s ,  f l a v a n o n e s ,  9 0  

a n t h o c y a n i n s  a n d  i s o f l a v o n e s .   

I n  t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  we  i n v e s t i g a t e d  t h e  i n h i b i t o r y  e f f e c t s  o f  n i n e  

f l a v o n o i d s  b e l o n g i ng  t o  t h e s e  v a r i o u s  c a t eg o r i e s  on  t h e  e x p r e s s i o n  

o f  l i p o p o l y s a c c h a r i d e  ( L P S ) - i n d u c e d  a t r og i n - 1 / MA F b x  t o  s h e d  l i g h t  

o n  t h e  p r e v e n t i o n  o f  m u s c l e  a t r o p h y  c a us e d  b y  s e p s i s .   9 5  

 

M a t e r i a l  a nd  m e t h o d s  

C e l l  c u l t u r e .  Mu r i n e  C 2 C 1 2  c e l l s  w i t h  a  m y o b l a s t - l i k e  p h e n o t y p e  

we r e  p u r c h a s e d  f r om  D a i n i p p o n  P h a r m a c eu t i c a l  C o .  ( O s ak a ,  J a p a n ) .  

T h e  c e l l s  we r e  s e e d e d  i n  g r o w t h  m e d i u m  c o n t a i n i ng  D u l b e c c o ’ s  1 0 0  

m o d i f i e d  E ag l e  m e d i u m  ( D M E M,  I n v i t r og e n  C o . ,  C a r l s b a d ,  C A ,  U S A )  

s u p p l em e n t ed  w i t h  1 0%  f e t a l  b o v i n e  s e r um  ( F B S ,  J R H  B i o s c i e n c es ,  
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K a n s a s ,  MO ,  U S A )  a n d  1 0 0  U / m L  p e n i c i l l i n  G  +  0 . 1  m g / m L  

s t r e p t om y c i n  ( N a c a l a i  T es q u e ,  T o k y o ,  J a p a n )  a n d  g r o wn  i n  a n  

i n c u b a t o r  a t  3 7 ° C  a n d  5 %  C O 2 .  A t  a  c o n f l u en c e  o f  9 5 - 1 0 0% ,  1 0 5  

d i f f e r en t i a t i o n  m e d i u m  c o n t a i n i n g  D M E M s u p p l e m e n t e d  w i t h  2%  

h o r s e  s e r u m  ( B i o l og i c a l  I n d u s t r i e s ,  H a em ek ,  I s r a e l )  a n d  1 0 0  U / m L  

p e n i c i l l i n  G  +  0 . 1  m g / m L  s t r e p t o m y c i n  ( N a c a l a i  T e s q u e )  wa s  u s e d  t o  

c u l t u r e  t h e  c e l l s .  A f t e r  t h r e e  d a y s ,  C 2 C 1 2  c e l l s  c om p l e t e l y  

d i f f e r en t i a t e d  i n t o  m y o t u b e s .   1 1 0  

 

I d e n t i f i c a t i o n  o f  p o s s i b l e  f l a v o n o i d s .  T o  i d e n t i f y  p os s i b l e  f l a v o n o i d s  

w i t h  i n h i b i t o r y  e f f e c t s  o n  a t r og i n - 1 / MA F b x  e x p r e s s i o n ,  n i n e  d i f f e r e n t  

f l a v o n o i d s  ( n a r i ng e n i n ,  h e s p e r e t i n ,  e p i c a t e c h i n ,  a p i g e n i n ,  l u t e o l i n ,  

k e am p f e r o l ,  d a i z e i n ,  g e n i s t e i n ,  a n d  d e l p h i n i d i n )  d i s s o l v e d  i n  d i m e t h y l  1 1 5  

s u l f o x i d e  ( D MS O )  we r e  u s e d .  E a c h  f l a v o n o i d  wa s  a d d e d  t o  t h e  

c u l t u r e  m e d i um  a t  f i n a l  a  c on c e n t r a t i o n  o f  1 ,  1 0 ,  o r  10 0  μ M a n d  a f t e r  

1  h o u r ,  t h e  d i f f e r e n t i a t e d  m y o t u b e s  we r e  s t i m u l a t e d  w i t h  1 0 0  ng / m l  

L P S  i s o l a t e d  f r o m  E .  c o l i  ( E .  c o l i  0 1 1 1 :  B 4 ) .  T h e  c o n t r o l  g r o u p  

i n c l u d e d  c e l l s  n o t  c u l t u r e d  w i t h  f l a v o n o i d s  b u t  t r e a t e d  w i t h  L P S  1 2 0  

d i s s o l v e d  i n  D MS O ,  a n d  t h e  u n t r e a t e d  g r o u p  i n c l u d e d  c e l l  t r e a t e d  

w i t h  P B S  d i s s o l v e d  i n  D MS O .  

T wo  h o u r s  a f t e r  L P S  s t im u l a t i o n ,  t h e  c u l t u r e d  m y o t u b e s  we r e  

c o l l e c t ed ,  a n d  t h e  t o t a l  R N A  wa s  e x t r ac t e d  f r om  t h e  c e l l  c u l t u r e s  

u s i ng  I SO G E N ( N i p p o n  G e n e ,  T ok y o ,  J a pa n ) .  T h e  a t r og i n - 1 / MA F b x  1 2 5  

m R N A  l e v e l  wa s  e x a m i n e d  b y  r e a l - t im e  p o l y m er a s e  c h a i n  r e a c t i o n  

( P C R)  us i n g  a n  A B I  7 3 0 0  r e a l - t i m e  P C R  s y s t e m  ( A p p l i e d  B i o s y s t e m s ,  

F o s t e r  C i t y ,  C A ,  U S A)  u s i ng  S Y B R  G r e en  Ma s t e r  M i x  ( A p p l i e d  
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B i o s y s t e m s ) .  G l y c e r a l d e h y d e - 3 - p h o s p h a t e  d e h y d r og e n a s e  ( G A P D H )  

wa s  u s e d  a s  a n  i n t e r n a l  c o n t r o l  i n  e a c h  r un .  N o r m a l i z e d  f l u o r e s c e n c e  1 3 0  

wa s  p l o t t e d  ag a i n s t  t h e  c y c l e  n um b e r  ( am p l i f i c a t i o n  p l o t ) ,  a n d  t h e  

t h r e s h o l d  s ug g e s t e d  b y  t h e  s o f t wa r e  wa s  u s e d  t o  c a l c u l a t e  t h e  C t  

( c y c l e  a t  t h r e s h o l d ) .  T h e  r e a l - t i m e  P C R  r e s u l t s  a r e  e x p r e s s e d  a s  C t ,  

a n d  a t r og i n - 1 / MA F b x  e x p r e s s i o n  i s  i n d i c a t e d  b y  t h e  n u m b e r  o f  c y c l e s  

r eq u i r e d  t o  a c h i e v e  t h e  t h r e s h o l d  a m p l i f i c a t i o n  l e v e l .  T h e  f o l l o w i n g  1 3 5  

o l i g on u c l e o t i d e  p r i m e r s  we r e  u s e d  f o r  a m p l i f i c a t i o n :  5 ’ -

G G G CG G A CG G CT G G A A - 3 ’  a n d  5 ’ - G G C G G A C G G C T G G A A - 3 ’  f o r  

m o u s e  a t r og i n - 1  c D N A ;  5 ’ - A C C C A G A A G A CT G T G G AT G G - 3 ’  a n d  5 ’ -

T T C AG C T CT G G G A T G A C C T T - 3 ’  f o r  m o u s e  G A P D H  c D N A .  

    A f t e r  s e l e c t i ng  p o s s i b l e  f l a v o n o i d s  w i t h  a n  i n h i b i t o r y  e f f e c t  o n  1 4 0  

a t r og i n - 1 / MA F b x  e x p r e s s i o n ,  s e l e c t e d  f l a v o n o i d s  we r e  a d d e d  t o  t h e  

c u l t u r e  m e d i u m  a t  a  f i na l  c on c e n t r a t i o n  o f  1 ,  1 0 ,  2 5 ,  5 0 ,  7 5  o r  1 0 0  

μ M.  T wo  h o u r s  a f t e r  L P S  s t i m u l a t i o n ,  t h e  c u l t u r e d  c e l l s  we r e  

c o l l e c t ed ,  t h e  t o t a l  R N A  wa s  e x t r a c t e d  f r o m  t he  c e l l  c u l t u r e ,  a n d  a s  

d e s c r i b e d  a b o v e ,  t h e  a t r og i n - 1 / MA F b x  m R N A  l e v e l  wa s  an a l y z e d  b y  1 4 5  

r e a l - t im e  P C R .  

 

M y o t u b e  d i a m e t e r  m e a s u r em e n t s .  D i f f e r e n t i a t e d  m y o t u b e s  we r e  

t r e a t e d  w i t h  1 0 0  ng / m l  L P S  a n d  2 5  μ M p o s s i b l e  f l a v o n o i d s .  T h e  

c o n t r o l  c u l t u r e s  we r e  t r e a t e d  w i t h  on l y  L P S ,  a n d  t h e  u n t r e a t e d  1 5 0  

c o n t r o l  c u l t u r e s  w e r e  n o t  t r e a t e d  w i t h  L P S .  T h e  m e d i u m  wa s  c h a ng e d  

e v e r y  2 4  h o u r s .  A f t e r  4 8  h o u r s ,  t h e  m y o t u b e s  we r e  p h o t og r a p h ed  a t  

× 2 0  m ag n i f i c a t i o n  u s i ng  t h e  B I O R E VO  B Z - 9 0 0 0  f l u o r e s c e n t  

m i c r o s c o p e  ( K E Y E N C E ,  O s ak a ,  J a p a n ) .  F o r  e a c h  g r o u p ,  t h e  
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d i a m e t e r s  o f  a t  l e a s t  1 0 0  m y o t u b e s  we r e  m e as u r e d  u s i ng  t h e  1 5 5  

B I O R E VO  B Z - 9 0 0 0  s o f t wa r e  ( K E Y E N C E ) .  

 

I n h i b i t i o n  o f  J N K  p h o s p ho r y l a t i o n .  T h e  e f f ec t  o f  p o s s i b l e  f l a v o n o i d s  

a n d  J N K  p h o s p h o r y l a t i o n  i n h i b i t o r  t r e a t m e n t  o n  m u r i n e  C 2 C 1 2  c e l l s  

wa s  e x a m i n e d  b y  l u c i f e r a s e  a s s a y s ,  r e a l - t im e  P C R,  a n d  w e s t e r n  b l o t  1 6 0  

a n a l y s i s .  T h e  C 2 C 1 2  c e l l s  we r e  t r a n s f e c t e d  u s i ng  j e t  P R I ME  r e a g e n t  

( P o l y p l u s ,  I l l k i r c h ,  F r a n c e )  a c c o r d i n g  t o  t h e  m a n u f ac t u r e r ’ s  

i n s t r u c t i o n s .  T h e  c e l l s  we r e  s e e d e d  a t  a  d e n s i t y  o f  2 × 1 0 4  c e l l s  i n t o  

i n d i v i d u a l  we l l s  o f  2 4 - we l l  p l a t e s  2 4  h o u r s  p r i o r  t o  t r a n s f e c t i o n  w i t h  

t h e  pG L 3 - 3 . 4k b  a t r og i n - 1  p r o m o t e r  c o n s t r uc t  a n d  p R L - T K  ( P r om eg a )  1 6 5  

( 1  μ g  t o t a l  D N A / we l l ,  1 : 1  r e p o r t e r :  p R L - T K ) .  W he n  t h e  c e l l s  we r e  

g r o wn  t o  c o n f l u e n c e ,  t h e  c e l l s  we r e  t r e a t e d  w i t h  2 5  μ M  f l a v o n o i d s  o r  

2 5  μ M J N K  i n h i b i t o r  f o r  1  h o u r  b e f o r e  L P S  s t i m u l a t i o n  f o r  8  h o u r s ,  

a n d  t h e  m y o b l a s t s  we r e  l y s e d  a n d  a n a l y z e d  u s i n g  t h e  D u a l - l u c i f e r a s e  

r e p o r t e r  a s s a y  s y s t e m  ( P r o m eg a ) .  1 7 0  

F u r t h e r m o r e ,  t h e  t o t a l  R N A  wa s  e x t r a c t e d  f r om  t h e  c e l l  c u l t u r e  

u s i ng  I SO G E N  ( N i p p o n  G e n e ) ,  a n d  t h e  a t r og i n - 1 / MA F b x  m R N A  l e v e l  

wa s  e x a m i n e d  b y  r e a l - t i m e  P C R  a s  d e s c r i b e d  a bo v e .  

 

I m m u n o b l o t  a n a l y s i s .  F o r  we s t e r n  b l o t t i ng  a n a l y s i s  o f  t h e  c u l t u r e d  1 7 5  

C 2 C 1 2  c e l l s ,  t h e  p r e c i p i t a t e d  c e l l s  we r e  l y s e d  w i t h  M - P E R ○R  

Ma m m a l i a n  P r o t e i n  E x t r a c t i o n  R e a g e n t  ( T h e r m o  F i s h e r  S c i e n t i f i c ,  

W a l t h am ,  MA ,  U S A ) .  W ho l e - c e l l  e x t r a c t s  ( 2 5  μ g  p r o t e i n / l a n e )  we r e  

s u b j e c t e d  t o  S D S - 1 0 % - p o l y a c r y l a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  ( P A G E)  

a n d  t r an s f e r r e d  o n t o  a  P V D F  m e m br a n e  ( M i l l i p o r e  C o . ,  B e d f o r d ,  MA ,  1 8 0  
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U S A ) .  T h e  m e m br a n e  wa s  b l o c k e d  f o r  1  h o u r  w i t h  4 %  s k i m  m i l k  i n  

T B S  0 . 1%  T we e n  ( S ig m a - A l d r i c h ,  S t .  L o u i s ,  MO ,  U S A )  a n d  t h e n  

i n c u b a t e d  o v e r n ig h t  a t  4 o C  w i t h  J N K  a n t i b o d y  a n d  p h o s p h o - J N K  

a n t i b o d y  ( C e l l  S i g n a l i ng  T e c h n o l og y ,  D a n v e r s ,  MA ,  U S A )  w i t h  5 %  

B S A .  A f t e r  i n c u b a t i o n  w i t h  H R P - c o n j ug a t e d  a n t i - r a b b i t  I g G  ( C e l l  1 8 5  

S ig n a l i n g  T e c h n o l og y )  f o r  1  h o u r  a t  r o om  t em p e r a t u r e ,  t h e  b o u n d  

a n t i b o d i e s  we r e  d e t e c t e d  w i t h  s u i t a b l e  s e c o n d a r y  a n t i b o d i e s  a n d  

e n h a n c e d  c h e m i l u m i n es c e n c e  s y s t e m  ( Am e r s h am  B i o s c i e n c es ,  L i t t l e  

C h a l f o n t ,  U K) .  P r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n s  we r e  m e as u r e d  u s i ng  L o wr y ’ s  

m e t h o d  ( 1 4 ) .  1 9 0  

 

S t a t i s t i c a l  a n a l y s i s .  A l l  t h e  e x p e r i m e n t s  we r e  r e p e a t e d  i n  t r i p l i c a t e  

w i t h  d i f f e r e n t  b a t c h e s  o f  c e l l s .  T h e  m e a n s  a n d  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  

we r e  c a l c u l a t e d  f r om  t h e  d a t a  a n d  t h e n  s u b j e c t e d  t o  A NO V A  f o l l o we d  

b y  S c h e f f e ’ s  m u l t i p l e  c o m p a r i s o n  t e s t  a s  a  p o s t  h o c  t e s t  u s i ng  S P S S  1 9 5  

v e r s i o n  7 . 0  ( S P S S  J a p a n ,  T ok y o ,  J a p a n ) .  V a l u e  o f  P  <  0 . 0 5  wa s  

c o ns i d e r e d  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c an t .  

 

R e s u l t s  

L P S s t im u l a t i o n  i n d u c e d  t h e  s i g n i f i c a n t  ( P < 0 . 0 1 )  u p r eg u l a t i o n  o f  2 0 0  

a t r og i n - 1 / MA F b x  e x p r e s s i o n  i n  C 2 C 1 2  m y o t u b e s  c om p a r e d  w i t h  t he  

u n t r e a t e d  c o n t r o l .  S e v e r a l  f l a v o n o i d s  s i g n i f i c a n t l y  ( P< 0 . 0 1 )  

d e c r e a s e d  t h e  e x p r e s s i o n  o f  a t r og i n - 1 / MA F b x  i n d u c e d  b y  L P S  

t r e a t m en t  wh e n  t h e  f l a v o n o i d  c o n c e n t r a t i o n  wa s  1 0 0  μ M ( F ig .  1 A ) .  

F u r t h e r m o r e ,  t wo  f l a v o n e s ,  a p ig e n i n  a n d  l u t e o l i n ,  s i g n i f i c a n t l y  2 0 5  

i n h i b i t e d  t h e  u p r eg u l a t i o n  o f  a t r og i n - 1 / MA F b x  e x p r e s s i o n .  T h e  
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f l a v o n e s  t r ea t e d  w i t h  L P S  h a d  m o r e  i n h i b i t o r y  e f f e c t  t h a n  t h o s e  

w i t h o u t  L P S  t r e a t m e n t  ( F i g .  1 A ) .  B a s e d  o n  t h i s  f i n d i ng ,  we  s e l e c t e d  

t h e s e  t wo  f l a v o n e s  f o r  f u r t h e r  s t u d y  b e c a u s e  t h e y  m a y  h a v e  

p r e v e n t i v e  e f f e c t s  o n  m us c l e  a t r o p h y .  T o  e v a l u a t e  t h e  e f f e c t  o f  t h e s e  2 1 0  

f l a v o n e s  o n  a t r og i n - 1 / MA F b x  e x p r e s s i o n  c a u s ed  b y  L P S ,  we  

e x a m i n e d  a t r og i n - 1 / MA F b x  m R N A  l e v e l  i n  L P S - t r ea t e d  m y o t u b e s  b y  

r e a l - t im e  P C R .  B o t h  a p i g e n i n  a n d  l u t e o l i n  c a u s e d  t h e  d o s e -

d e p e n d e n t  i n h i b i t i o n  o f  a t r o g i n - 1 / MA F b x  e x p r e s s i o n  ( F ig .  1 B ) .  

S p e c i f i c a l l y ,  wh e n  t h e  c o nc e n t r a t i o n  o f  t h e s e  f l a v o n e s  wa s  g r e a t e r  2 1 5  

t h a n  1 0  μ M,  L P S - i n d u c ed  a t r og i n - 1 / MA F b x  s i g n i f i c a n t l y  r e d u c e d  

( P< 0 . 0 1  o r  P< 0 . 0 5 ) .  T h es e  r es u l t s  s ug g e s t  t h a t  t h e  o p t i m a l  f l a v o n e  

c o nc e n t r a t i o n  w i t h  p r e v e n t i v e  e f f e c t s  f o r  m u s c l e  a t r o p h y  i s  2 5  μ M;  

t h e r e f o r e ,  t h e  f l a v o n e  c o n c en t r a t i o n  o f  2 5 μ M wa s  u s e d  i n  t h e  f u r t he r  

s t u d i e s .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  e f f ec t s  o f  t h e  c om m o n  c h e m ic a l  s t r uc t u r e  2 2 0  

o f  a p ig e n i n  a n d  l u t e o l i n ,  5 , 7 - d i h y d r o x y c h r om o n e ,  o n  a t r og i n - 1 / MA F b x  

e x p r e s s i o n  i n  L P S - t r e a t e d  m y o t u b e s  we r e  e x a m i n e d .  U l t i m a t e l y ,  5 , 7 -

d i h y d r o x y c h r o m o n e  d i d  n o t  i n d u c e  c h a ng es  o r  a n y  c h a ng e s  g r e a t e r  

t h a n  t h e  f l a v o n e s  i n  L P S - i n d u c e d  a t r og i n - 1 / MA F b x  e x p r e s s i o n  ( F i g .  

1 B ) .   2 2 5  

T o  i n v e s t i g a t e  wh e t h e r  t h e  f l a v o n e s  p r o t ec t  L P S - i n d u c e d  m y o t u b e  

a t r o p h y ,  t h e  d i am e t e r  o f  C 2 C 1 2  m y o t u b e s  t r e a t e d  w i t h  L P S  a n d  

f l a v o n e s  wa s  m e a s u r e d .  T h e  d i a m e t e r  o f  t h e  C 2 C 1 2  m y o t u b e s    

s i g n i f i c a n t l y  ( P < 0 . 0 1 )  d e c r e a s e d  i n  t h e  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  L P S ;  

h o we v e r ,  p r e t r e a t m e n t  w i t h  2 5  μ M a p ig e n i n  o r  l u t e o l i n  s i g n i f i c a n t l y  2 3 0  

( P< 0 . 0 1 )  p r e v e n t e d  t h e  r e d u c t i o n  o f  t h e  m y o t u b e  d i a m e t e r  c a u s e d  b y  

L P S  s t i m u l a t i o n  ( F ig .  2 ) .  T h e  d i a m e t e r  o f  t h e  C 2 C 1 2  m y o t u b e s  
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t r e a t e d  w i t h  f l a v o n e  wa s  c o m p a r a b l e  t o  t h e  d i a m e t e r  o f  t h e  u n t r e a t e d  

c o n t r o l s .  

A p ig e n i n  an d  l u t e o l i n  ha v e  b e e n  p r e v i o u s l y  s h o wn  t o  i n h i b i t  J N K  2 3 5  

p h o s p ho r y l a t i o n  i n  t h e  MA P K  s ig n a l i ng  p a t h wa y  ( 1 5 ) .  T o  i n v e s t i g a t e  

wh e t h e r  a p ig e n i n  a n d  l u t e o l i n  a f f e c t  J N K  p h o s p ho r y l a t i o n  i n  C 2 C 1 2  

m y o b l a s t s  a n d  m y o t u b e s ,  J N K  p h o s p h o r y l a t i o n  i n  C 2 C 1 2  m y o t u b e s  

wa s  e x a m i n e d .  W e s t e r n  b l o t t i ng  a n a l y s i s  s h o we d  t h a t  t h e  d e ns i t y  

r a t i o  o f  p h o s p h o r y l a t e d  J N K  t o  J N K  d r a s t i c a l l y  i n c r e a s e d  i n  C 2 C 1 2  2 4 0  

m y o t u b e s  t r e a t e d  w i t h  L P S  an d  s i g n i f i c a n t l y  ( P < 0 . 0 1 )  d e c r e a s e d  d u e  

t o  p r e t r e a t m e n t  w i t h  2 5  μ M a p i g e n i n  o r  l u t e o l i n  ( F i g .  3 A ) .  T h i s  

i n d i c a t es  t h a t  p r e t r e a t m en t  w i t h  a p ig e n i n  a n d  l u t e o l i n  s i g n i f i c a n t l y  

i n h i b i t e d  L P S - i n d u c e d  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  J N K  i n  C 2 C 1 2  m y o t u b e s .  ;  

H o we v e r ,  t r e a t m e n t  w i t h  t h e  J N K  i n h i b i t o r  c a u s e d  t h e  r a t i o  t o  r e d u c e  2 4 5  

t o  a p p r o x i m a t e l y  z e r o .  S i m i l a r l y ,  t r e a t m e n t  w i t h  a  J N K  i n h i b i t o r  

s i g n i f i c a n t l y  ( P < 0 . 0 5 )  s u p p r e s s e d  a t r og i n - 1 / MA F b x  e x p r e s s i o n  i n  

C 2 C 1 2  m y o t u b e s  ( F ig .  3 B ) .   

T o  f u r t h e r  e x a m i n e  wh e t h e r  t h es e  f l a v o n e s  a f f e c t  t h e  e x p r e s s i o n  

o f  a t r og i n - 1 / MA F b x  t r a n s c r i p t i o n a l l y  o r  p o s t - t r a n s c r i p t i o n a l l y ,  2 5 0  

l u c i f e r a s e  r e p o r t e r  as s a y  wa s  u t i l i z e d .  T h e  C 2 C 1 2  m y o b l a s t s  we r e  

t r a n s i e n t l y  t r a n s f e c t e d  w i t h  pG L 3  a s  a  r e p o r t e r  o f  t h e  a t r og i n -

1 / MA F b x  t r an s c r i p t i o n a l  p r om o t e r .  T h e  t r e a t m e n t  o f  C 2 C 1 2  m y o b l a s t s  

w i t h  L P S  i n d u c e d  a  s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  i n  a t r og i n - 1 / MA F b x -

l u c i f e r a s e  a c t i v i t y  c om p a r e d  w i t h  t h e  a c t i v i t y  l e v e l  i n  t h e  u n t r e a t e d  2 5 5  

c o n t r o l  ( P < 0 . 0 1 )  ( F i g .  3 C ) .  I n  c o n t r a s t ,  t h e  p r e t r e a t m e n t  o f  L P S -

s t i m u l a t ed  m y o b l a s t s  w i t h  a p i g e n i n  o r  l u t e o l i n  r e s u l t e d  i n  t h e  

s i g n i f i c a n t  s u p p r e s s i o n  o f  a t r og i n - 1 / M A F b x  p r om o t e r  a c t i v i t y  
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c om p a r e d  w i t h  t he  L P S - t r e a t e d  c o n t r o l  c e l l s  ( P < 0 . 0 1 ) .  T r e a t m e n t  o f  

t h e  L P S - s t im u l a t e d  m y o b l a s t s  w i t h  J N K  i n h i b i t o r  a l s o  s h o we d  a  2 6 0  

s ig n i f i c a n t  r e d u c t i o n  i n  a t r og i n - 1 / MA F b x - l u c i f e r a s e  a c t i v i t y .  T h i s  

f i n d i ng  i n d i c a t e s  t h a t  t he  f l a v o n e s ,  a p ig e n i n  a n d  l u t eo l i n ,  p r e v e n t  t h e  

u p r eg u l a t i o n  o f  a t r og i n - 1 / MA F b x  e x p r e s s i o n  v i a  J N K  p h o s p h o r y l a t i o n  

i n h i b i t i o n .  

 2 6 5  

D i sc u s s i o n  

A p ig e n i n  ( 4 ′ , 5 , 7 , - t r i h y d r o x y f l a v o n e )  a n d  l u t e o l i n  ( 3 ′ , 4 , 5 , 7 -

t e t r a h y d r o x y f l a v o n e )  a r e  n a t u r a l l y  o c c u r r i n g  p l a n t  f l a v o n e s  

a b u n d a n t l y  p r e s e n t  i n  c o m m o n  v e g e t a b l e s  a n d  h e r b s  s u c h  a s  p a r s l e y ,  

c e l e r y ,  a n d  s we e t  p e p p e r s  ( 1 6 ) .  T h e s e  m o l e c u l e s  h a v e  b e e n  s h o wn  2 7 0  

t o  p o s s e s s  n u m e r o us  a n t i - i n f l a m m a t o r y ,  a n t i a n g i og e n i c ,  a n d  

a n t i c a r c i n og e n i c  e f f ec t s  i n  c e l l  c u l t u r e  a n d  i n  v a r i o u s  a n i m a l  m o d e l s  

( 1 7 - 1 9 )  a l t h o ug h  t h e  m ec h a n i s m s  u n d e r l y i n g  t h e i r  c h em o p r e v e n t i v e  

e f f e c t s  s t i l l  r em a i n  u n c l e a r .  I n  t h i s  s t u d y ,  we  s h o we d  t h a t  l u t e o l i n  

a n d  a p ig e n i n  c a u s e  t he  d os e - d e p e n d e n t  i n h i b i t i o n  o f  u b iq u i t i n  l i g a s e  2 7 5  

a t r og i n - 1 / MA F b x  e x p r e s s i o n  v i a  t h e  L P S - T L R 4 - MA P K / J N K s i g n a l i n g  

p a t h wa y ,  r e s u l t i n g  i n  t h e  p r e v e n t i o n  o f  m us c l e  a t r o p h y  c a us e d  b y  t h e  

u b iq u i t i n - d e pe n d e n t  p r o t e o l y t i c  p a t h wa y .  F u r t h e r m o r e ,  5 , 7 -

d i h y d r o x y c h r o m o n e ,  a  c o m m o n  a p ig e n i n  a nd  l u t e o l i n  c he m i c a l  

s t r uc t u r e  d i d  n o t  i n d u c e d  a n y  c h a n g e  o r  i n d u c e d  l e s s  c h a ng e  t h a n  2 8 0  

t h e  f l a v o n e s  i n  a t r og i n - 1 / MA F b x  e x p r e s s i o n  i n  L P S - t r e a t e d  

m y o t u b e s ( F ig .  1 B ) .  T h i s  f i n d i ng  im p l i e s  t h a t  t h e  c h e m i c a l  s i d e  c h a i n  

m a y  b e  i n v o l v e d  i n  t h e  i n h i b i t i o n  o f  a t r og i n - 1 / MA F b x .  
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F l a v o n o i d s  a r e  c a t eg o r i z e d  i n t o  s i x  c l a s s e s  b y  c h em i c a l  

s t r uc t u r e s .  T h e  s l i g h t  s t r u c t u r a l  d i f f e r e n c e s  i n  f l a v o n o i d s  m a y  d i s r u p t  2 8 5  

t h e  i n f l am m a t o r y  r e s p o ns e  i n  d i f f e r e n t  m a n n e r s ,  wh i c h  m a y  b e  d ue  t o  

t h e  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  d i r ec t i o n  o f  t h e  e f f e c t  o n  MA P K  p a t h wa y  

a c t i v a t i o n  ( 1 5 ) .  N e v e r t h e l e s s ,  t wo  f l a v o n e s ,  l u t e o l i n  a n d  a p ig e n i n ,  

a r e   p r o m i s i ng  a g e n t s  t o  p r e v e n t  a n d  t r e a t  L P S - i n d u c e d  m u s c l e  

a t r o p h y  m e d i a t e d  b y  t h e  J N K  s i g n a l i ng  p a t h wa y  a n d  m a y  b e  u s e f u l  2 9 0  

t h e r a p e u t i c  c a nd i d a t e s  f o r  t h e  p r e v e n t i o n  o f  t h e  u b iq u i t i n - d e p e n d e n t  

p r o t e o l y t i c  p a t h w a y  i n  s k e l e t a l  m u s c l e  a t r o p h i e d  b y  i n f l a m m a t o r y  

c o n d i t i o n s  s uc h  a s  s e p s i s .  I n  c o n t r a s t ,  r e c e n t  s t u d i e s  i n d i c a t e  t h a t  

a u t o p h ag y  p a r t i c u l a r l y  c o n t r i b u t e s  s k e l e t a l  m us c l e  a t r o p h y  c a u s e d  b y  

a t r o p h i c  s t i m u l i ,  s u c h  a s  s t a r v a t i o n  a n d  c a h e x i a  ( 2 0 ,  2 1 ) .  H o we v e r ,  2 9 5  

a p ig e n i n  s u p p r es s e d  s t a r v a t i o n - i n d u c e d  a u t o p h ag y  a n d  p r om o t e d  

a p o p t o s i s  i n  v a r i o u s  t y p e  o f  c e l l s ,  s u c h  a s  m a l i g n a n t  n e u r o b l a s t om a  

c e l l s  ( 2 2 ) .  B e c a u s e  a p o p t o s i s  g e n e r a l l y  s t i m u l a t es  m u s c l e  a t r o p h y  

( 2 3 ) ,  i t  i s  u n l i k e l y  t h a t  t h e  f l a v o n e s  c o n t r i b u t e  t o  p r e v e n t  m u s c l e  

a t r o p h y  b y  t h e i r  a u t o p h ag y  s u p p r e s s i o n .  F u r t h e r  e x p e r i m e n t s  a r e  3 0 0  

n e c es s a r y  t o  e l u c i d a t e  i t .  

T h e  p r o l i f e r a t i o n  o f  s e v e r a l  c e l l s  i s  m e d i a t e d  b y  g r o w t h  f ac t o r s  o r  

c y t ok i n e - i n d uc e d  MA P K  p a t h wa y  m e m b er s ,  a  f am i l y  o f  s e r i n e -

t h r e o n i n e  p r o t e i n s  ( 2 4 ) .  A l t h o ug h  t h e  t h r e e  MA P K  p a t h wa y s  m o d u l e s ,  

J N K ,  E R K,  a n d  p 3 8 ,  r u n  i n  p a r a l l e l ,  a  c o ns i d e r a b l e  d e g r e e  o f  c r o s s -3 0 5  

t a l k  o c c u r s ,  c r e a t i ng  m u l t i p l e  o p p o r t u n i t i e s  t o  m o d u l a t e  a n d  f i n e - t u n e  

r e s p o n s e s  t o  v a r i o u s  s i g n a l s  ( 2 4 ) .  T h e  a c t i v a t i o n  o f  t h e  J N K  

s i g n a l i n g  c a s c a d e  g e n e r a l l y  r e s u l t s  i n  a p o p t o s i s ,  a l t h o ug h  t h i s  

p a t h wa y  h a s  a l s o  b e e n  s h o wn  t o  p r o m o t e  c e l l  s u r v i v a l  u n d e r  s p e c i f i c  
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c o n d i t i o n s  ( 2 5 ) .  I n  a d d i t i o n ,  t he  c y c l i c  m e c h an i c a l  s t r e t c h i ng  o f  3 1 0  

h um a n  p a t e l l a r  t e n d o n  f i b r o b l a s t s  a c t i v a t e s  J N K  a n d  m o d u l a t e s  

a p o p t o s i s  ( 2 6 ) .  A l t h o ug h  t h e  e f f ec t s  o f  f l a v o n o i d s  o n  t h e  N F - κ B  

i n f l am m a t o r y  p a t h wa y  h a v e  r e c e i v e d  c o n s i d e r a b l e  a t t e n t i o n ,  t h e  

e x p r e s s i o n  o f  t h e  i n f l a m m a t o r y  c y t ok i n e  I L - 6  i s  m e d i a t e d  b y  a n  

a c t i v a t o r  p r o t e i n - 1  ( A P - 1 )  r eg u l a t o r y  e l em e n t  i n  a d d i t i o n  t o  N F - κ B  3 1 5  

( 2 7 ) .  F u r t he r m o r e ,  J a ng  e t  a l .  r e p o r t e d  t h a t  l u t e o l i n  i n h i b i t e d  L P S -

i n d u c e d  I L - 6  p r o d u c t i o n  i n  m i c r og l i a  b y  i n h i b i t i ng  J N K  

p h o s p ho r y l a t i o n  ( 2 8 ) .  O u r  r e s u l t s  a l s o  s h o we d  t h a t  p r e t r e a t m e n t  w i t h  

a p ig e n i n  a n d  l u t e o l i n  s i g n i f i c a n t l y  i n h i b i t s  L P S - i n d u c e d  J N K  

p h o s p ho r y l a t i o n  i n  C 2 C 1 2  m y o t u b e s .  F u r t h e r m o r e ,  o u r  p r e l i m i n a r y  3 2 0  

s t u d y  s h o we d  t h a t  E R K  a n d  p 3 8  d o  n o t  d o wn r e g u l a t e  o f  a t r og i n -

1 / MA F b x  e x p r e s s i o n  ( d a t a  n o t  s ho wn ) .  S i n c e  we  r e c e n t l y  r e p o r t e d  

t h a t  i s o f l a v o n e s  p r e v e n t e d  Mu R F - 1 - m e d i a t e d  m u s c l e  a t r o p h y  i n  

C 2 C 1 2  m y o t u b es  t h r o ug h  S I RT 1  a c t i v a t i o n  ( 2 9 ) ,  we  a l s o  c o n s i d e r e d  

wh e t h e r  a p ig e n i n  a n d  l u t e o l i n  a f f ec t  Mu R F - 1 - m e d i a t e d  p r o t e i n  3 2 5  

d eg r a d a t i o n .  H o we v e r ,  t h e  L P S  t r e a t m e n t  i n  o u r  s t u d y  d i d  n o t  c h a ng e  

t h e  Mu R F - 1  e x p r e s s i o n  ( d a t a  n o t  s h o wn ) .  T ak e n  t og e t h e r ,  t h e s e  

f i n d i ng s  s ug g e s t  t h a t  f l a v o n e s  p r e v e n t  L P S - m e d i a t e d  m u s c l e  a t r o p h y  

b y  t he  d o wn r eg u l a t i o n  o f  a t r og i n - 1 / M A F b x  e x p r e s s i o n ,  b u t  n o t  Mu R F -

1  e x p r e s s i o n .   3 3 0  

T h e  a n t i o x i d a n t  p r o p e r t i e s  o f  f l a v o n o i d s  a r e  w i d e l y  r e c og n i z e d  

( 3 0 , 3 1 ) .  T h e  t h r e e  c l a s s i c a l  a n t i o x i d a n t  s t r u c t u r a l  f ea t u r e s  o f  

f l a v o n o i d s  a r e  t h e  p r e s e nc e  o f  a  B  r i ng  c a t e c h o l  g r o u p ,  t h e  p r e s e n c e  

o f  a  C 2 - C 3  d o u b l e  b o n d  i n  c o n j ug a t i o n  w i t h  an  o x o  g r o u p  a t  C 4  an d  

t h e  p r e s e n c e  o f  b o t h  3 - O H  a n d  5 - O H  ( 3 2 - 3 4 ) .  O n  t h e  b as i s  o f  t h i s  3 3 5  
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f i n d i ng ,  t h e  m o s t  e f f e c t i v e  a n t i o x i d a n t  f l a v o n o i d s  i n  t h e  n i n e  

f l a v o n o i d s  a r e  a s s um e d  t o  b e  e p i c a t e c h i n ,  l u t e o l i n ,  k e am p f e r o l ,  a n d  

d e l p h i n i d i n ;  ho we v e r ,  t h e s e  c a n d i d a t e s  w i t h  i n h i b i t o r y  e f f ec t  o f  

e x p r e s s i o n  a t r og i n - 1  we r e  n o t  m a t c h e d  u p  t o  t h e  t wo  f l a v o n e s  

s e l e c t e d  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d y  ( F ig .  1 A ) .  T h i s  i n d i c a t e s  t h a t  t h e  3 4 0  

a n t i o x i d a n t  p r o p e r t i e s  o f  f l a v o n o i d s  m ig h t  n o t  b e  i n v o l v e d  i n  t h e  

i n h i b i t i o n  o f  e x p r e s s i o n  a t r og i n - 1 .  

T h e  F o x o 3 a  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r  a c t i v a t e s  t h e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  

u b iq u i t i n  l i g a s e  a t r og i n - 1 / MA F b x  a n d  i s  c r i t i c a l  f o r  m u s c l e  a t r o p h y .  

J N K  m e d i a t e s  Fo x o 3 a  a c t i v i t y  v i a  t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  1 4 - 3 - 3 ,  3 4 5  

wh i c h  r e l e a s e s  F o x o 3 a  f r om  i t s  i n t e r a c t i o n  w i t h  1 4 - 3 - 3  ( 3 5 ) .  T h e  

r e l e a s e d  F o x o 3 a  l o c a l i z e s  w i t h i n  t h e  n u c l e u s  a n d ,  s t i m u l a t es  a t r og i n -

1 / MA F b x  e x p r e s s i o n ,  t h e r e b y  i n d u c i ng  m u s c l e  a t r o p h y .  I n  t h i s  

s c en a r i o ,  t h e  f l a v o n e s  s u p p r e s s  L P S - i n d u c ed  J N K  p h o s p h o r y l a t i o n ,  

wh i c h  s u p p r e s s es  F o x o 3 a  l o c a l i z a t i o n  t o  t h e  n u c l e u s  a n d  d ec r e a s e s  3 5 0  

a t r og i n - 1 / MA F b x  e x p r e s s i o n ,  l e a d i ng  t o  t h e  i n h i b i t i o n  o f  m us c l e  

a t r o p h y .  N e v e r t h e l e s s ,  wh e n  t h e  P I 3 K / A KT  p a t h wa y  i s  i n h i b i t e d ,  J N K  

s i g n a l i n g  s t i m u l a t i o n  i n d u c e s  F o x o 3 a  n u c l e a r  e x p o r t  v i a  t h e  C R M1  

n u c l e a r  e x p o r t  p r o t e i n  a n d  p a r t l y  p r e v e n t s  m u s c l e  a t r o p h y  b y  

d e c r e a s i ng  a t r og i n - 1 / MA F b x  p r om o t e r  ac t i v i t y  ( 3 6 ) .  C o n t r o v e r s y  s t i l l  3 5 5  

s u r r o u n ds  t h e  n u c l e a r  e x p o r t  m e c h a n i s m  o f  F o x o 3 a ;  t h e r e f o r e ,  

f u r t h e r  s t u d y  i s  r e q u i r e d  t o  c l a r i f y  t h e  r o l e  o f  J N K  i n  L P S - m e d i a t ed  

F o x o 3 a  r eg u l a t i o n .   

T h e  a b i l i t y  o f  s e p s i s  a n d  L P S  t o  i m p a i r  m u s c l e  p r o t e i n  s y n t h e s i s  

r e s u l t s ,  a t  l e a s t  i n  p a r t ,  f r om  a  d e c r e a s e d  m T O R  ( m a m m a l i a n  t a r g e t  3 6 0  

o f  r a p am y c i n )  k i n a s e  ac t i v i t y  ( 3 7 , 3 8 ) .  P a r k  e t  a l .  r e p o r t e d  t h a t  
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l u t e o l i n  i n h i b i t e d  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  Ak t  i n  L P S- s t i m u l a t ed  R AW  

2 6 4 . 7  c e l l s  ( 3 9 ) .  T h e r e f o r e ,  t h e  f l a v o n e s  d i d  n o t  o n l y  p r e v e n t  t h e  

u b iq u i t i n - d e pe n d e n t  p r o t e i n  d eg r a d a t i o n ,  b u t  a l s o  s t im u l a t e d  t h e  

m T O R - m e d i a t e d  p r o t e i n  s y n t h e s i s ,  s o  t h a t  t h e y  c ou l d  p r e v e n t  t h e  3 6 5  

L P S - i n d u c e d  m u s c l e  a t r op h y .   

I n  c o n c l u s i o n ,  t h e  p r e s e n t  s t ud y  d e m o n s t r a t e d  t h e  i n h i b i t o r y  e f f ec t  

o f  t wo  m a j o r  f l a v o n e s ,  a p ig e n i n  a n d  l u t e o l i n ,  o n  L P S - i n d u c e d  

a t r og i n - 1 / MA F b x  e x p r e s s i o n  v i a  t h e  MA P K / J N K s i g n a l i n g  p a t h wa y .  

A l t h o ug h  a  r o l e  o f  F o x o 3 a  i n  a t r og i n - 1 / MA F b x  i n h i b i t i o n  v i a  t h e  L P S -3 7 0  

T L R 4 - MA P K / J N K  s i g n a l i n g  p a t h wa y  n e e d s  t o  b e  e x p l o r e d  f u r t h e r ,  ou r  

r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  a p i g e n i n  a n d  l u t e o l i n  a r e  p r om i s i ng  ag e n t s  t o  

p r e v e n t  L P S - i n d u c e d  m us c l e  a t r o p h y .  

 

 3 7 5  

R e f e r e n c e s  

1 )  A t t a i x  D ,  B a r a c o s  V E ,  P i c h a r d  C .  2 0 1 2 .  Mu s c l e  wa s t i n g :  a  

c r o s s t a l k  b e t we e n  p r o t e i n  s y n t h e s i s  a n d  b r e ak d o wn  s i g n a l i ng .  

C u r r  O p i n  C l i n  N u t r  M e t a b  C a r e  1 5 : 2 0 9 – 2 1 0 .  

2 )  S c h i a f f i n o  S ,  D y a r  K A ,  C i c i l i o t  S ,  B l a a u w  B ,  S a n d r i  M .  2 0 1 3 .  3 8 0  

Me c h a n i s m s  r eg u l a t i n g  s k e l e t a l  m us c l e  g r o w t h  a n d  a t r o p h y .  F E B S  

J  2 8 0 : 4 2 9 4 - 4 3 1 4 .  

3 )  H a s s e lg r e n  P O ,  T a l a m i n i  M ,  J am e s  J H ,  F i s c h e r  J E .  1 9 8 6 .  P r o t e i n  

m e t a b o l i s m  i n  d i f f e r e n t  t y p e s  o f  s k e l e t a l  m u s c l e  d u r i n g  e a r l y  a n d  

l a t e  s e p s i s  i n  r a t s .  Ar c h  S u r g  1 2 1 :  9 1 8 – 9 2 3 .  3 8 5  

4 )  H a s s e lg r e n  PO ,  J am e s  J H ,  B e n s o n  DW ,  H a l l - A ng e r a s  M,  A ng e r a s  

U ,  H i y a m a  DT ,  L i  S ,  F i s c h e r  J E .  1 9 8 9 .  T o t a l  a n d  m y o f i b r i l l a r  



Shiota C. et al., Page 16 
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l e v e l s  i n  r a t  s k e l e t a l  m u s c l e .  J  C l i n  I n v es t  9 4 : 2 2 55 – 2 2 6 4 .  

6 )  T i a o  G ,  H o b l e r  S ,  W ang  J J ,  Me y e r  T A ,  L u c he t t e  F A ,  F i s c h e r  J E ,  
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m u s c l e  a t r o p h y  i n v o l v e  a  c o m m o n  p r og r am  o f  c h a ng e s  i n  g e ne  

e x p r e s s i o n .  F A S E B  J  1 8 : 3 9 - 5 1 .  

1 0 )  A l e x a n d e r  D ,  G o u h u a  Z ,  E l m o a t a z  A ,  A b d e l  F ,  N .  T o n y  E ,  a n d  4 1 0  

Y i - P i ng  L .   2 0 1 1 .  T o l l - l i k e  r ec e p t o r  4  m e d i a t es  l i p o p o l y s a c c h a r i d e -

i n d u c e d  m u s c l e  c a t a b o l i s m  v i a  c o o r d i n a t e  a c t i v a t i o n  o f  u b iq u i t i n -

p r o t e a s o m e  a n d  a u t o p h ag y - l y s o s om e  p a t h wa y .  F E B S  J  2 5 : 9 9 - 1 1 0 .  
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1 1 )  Mu k a i  R ,  N ak a o  R ,  Y am am o t o  H ,  N i k a wa  T ,  T ak ed a  E ,  T e r a o  J .  

2 0 1 0 . Q u e r c e t i n  P r e v e n t s  U n l o a d i ng - D e r i v e d  D i s u s e d  Mu s c l e  4 1 5  

A t r o p h y  b y  A t t e n u a t i n g  t h e  I n d u c t i o n  o f  U b i q u i t i n  L i g a s es  i n  T a i l -

S u s p e n s i o n  M i c e .  J  N a t  P r o d  7 3 : 1 7 0 8 – 1 7 1 0 .   

1 2 )  T e r a o  J  ( 2 0 0 9 ) .  D i e t a r y  f l a v o n o i d s  a s  a n t i o x i d a n t s .  F o r u m  N u t r  

6 1 :  8 7 – 9 4 .  

1 3 )  Mu k a i  R ,  H o r i k a w a  H ,  F u j i k u r a  Y ,  K a wa m ur a  T ,  N em o t o  H ,  4 2 0  

N ik a wa  T ,  T e r a o  J .  2 0 1 2 .  P r e v e n t i o n  o f  d i s u s e  m u s c l e  a t r o p h y  b y  

d i e t a r y  i ng e s t i o n  o f  8 - p r e n y l n a r i n g e n i n  i n  d e n e r v a t e d  m ic e .  P L o S  

O n e  7 : e 4 5 0 4 8 .  

1 4 )  L o wr y  O H ,  R o s e b r o ug h  N J ,  F a r r  A L .  R an d a l l  R J .  1 9 5 1 .  P r o t e i n  

m e a s u r e m e n t  w i t h  t h e  F o l i n  p he n o l  r e ag e n t .  J  B i o l  C h e m  1 9 3 : 2 6 5 -4 2 5  

2 7 5 .  

1 5 )  F u n ak os h i - T ag o  M ,  N ak am u r a  K ,  T a g o  K ,  Ma s h i n o  T ,  K a s a h a r a  

T .  2 0 1 1 .  A n t i - i n f l am m a t o r y  a c t i v i t y  o f  s t r u c t u r a l l y  r e l a t e d  

f l a v o n o i d s ,  A p ig e n i n ,  L u t e o l i n  a n d  F i s e t i n .  I n t  I m m u n o p h a r m ac o l  

1 1 : 1 1 5 0 - 1 15 9 .  4 3 0  

1 6 )  Ma n a c h  C ,  S c a l b e r t  A ,  Mo r a n d  C ,  R ém é s y  C ,  J im é n e z  L .  2 0 0 4 .  

P o l y p h e n o l s :  f oo d  s o u r c es  a n d  b i o a v a i l a b i l i t y .  Am  J  C l i n  

N u t r  7 9 : 7 2 7 - 7 4 7 .  

1 7 )  P a t e l  D ,  S h uk l a  S ,  G u p t a  S .  2 0 0 7 .  A p i g e n i n  a n d  c a n c e r  

c h em o p r e v e n t i o n :  p r og r e s s ,  p o t e n t i a l  a n d  p r om i s e .  I n t  J  4 3 5  

O n c o l  3 0 : 2 3 3 - 2 4 5 .  

1 8 )  S h uk l a  S ,  Ma c L e n n a n  G T ,  F l a s k  C A ,  F u  P ,  M i s h r a  A ,  R e s n i c k  

M I ,  G u p t a  S .  2 0 0 7 .  B l o c k a d e  o f  b e t a - c a t e n i n  s i g n a l i ng  b y  p l a n t  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23028754
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23028754
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tago%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21443976
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mashino%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21443976
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kasahara%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21443976
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kasahara%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21443976
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shukla%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17143534
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f l a v o n o i d  ap i g e n i n  s u p p r e s s es  p r o s t a t e  c a r c i n o g e n e s i s  i n  T R A MP  

m ic e .  C a n c e r  R e s  6 7 : 6 9 2 5 - 6 9 3 5 .  4 4 0  

1 9 )  L e e  W J ,  C h e n  W K ,  W ang  C J ,  L i n  W L ,  T s e ng  T H .  2 0 0 8 .  A p ig e n i n  

i n h i b i t s  H G F - p r o m o t e d  i n v a s i v e  g r o w t h  an d  m e t a s t a s i s  i n v o l v i n g  

b l o c k i ng  P I 3 K / Ak t  p a t h wa y  a n d  b e t a  4  i n t eg r i n  f u n c t i o n  i n  MD A -

MB - 2 3 1  b r e as t  c a n c e r  c e l l s .  T ox i c o l  A p p l  P h a r m ac o l  2 2 6 : 1 7 8 - 1 9 1 .  

2 0 )  B o wm a n  C J ,  A y e r  D E ,  D y n l a c h t  B D .  2 0 1 4 .  F o xk  p r o t e i n s  4 4 5  

r e p r e s s  t h e  i n i t i a t i o n  o f  s t a r v a t i o n - i n d u c e d  a t r o p h y  a n d  a u t o p h ag y  

p r og r am s .  N a t  C e l l  B i o l  1 6 : 1 2 0 2 - 1 4 .  

2 1 )  P e n n a  F ,  B a c c i n o  F M,  C o s t e l l i  P .  2 0 1 4 .  C o m i n g  b ac k :  

a u t o p h ag y  i n  c a c h e x i a .  C u r r  O p i n  C l i n  N u t r  M e t ab  C a r e  1 7 : 2 4 1 - 6 .   

2 2 )  Mo h a n  N ,  B a n i k  N L ,  R a y  S K .  2 0 1 1 .  C o m b i n a t i o n  o f  N - ( 4 -4 5 0  

h y d r o x y p h e n y l )  r e t i n am i d e  a n d  a p i g e n i n  s u p p r e s s e d  s t a r v a t i o n -

i n d u c e d  a u t o p h a g y  a n d  p r om o t e d  a p o p t o s i s  i n  m a l i g n a n t  

n e u r o b l a s t om a  c e l l s .  N e ur o s c i  L e t t .  5 0 2 : 2 4 - 9 .  

2 3 )  Z h u  S ,  N ag as h i m a  M,  K h a n  MA ,  Y a s u h a r a  S ,  K a n ek i  M ,  Ma r t y n  

J A .  2 01 3 .  L a c k  o f  c a s p a s e - 3  a t t e n u a t e s  i m m o b i l i z a t i o n - i n d u c e d  4 5 5  

m u s c l e  a t r o p h y  a n d  l o s s  o f  t e n s i o n  g e n e r a t i o n  a l o ng  w i t h  

m i t i g a t i o n  o f  a p o p t o s i s  a n d  i n f l am m a t i o n .  M u s c l e  N e r v e  4 7 : 7 1 1 - 2 1 .   

2 4 )  C o wa n  K J ,  S t o r e y  K B .  2 0 0 3 .  M i t o g en - a c t i v a t e d  p r o t e i n  k i n a s e s :  

n e w  s i g n a l i ng  p a t h wa y s  f u n c t i o n i n g  i n  c e l l u l a r  r e s p o n s es  t o  

e n v i r o n m e n t a l  s t r e s s .  J  E x p  B i o l  2 0 6 : 1 1 0 7 - 1 1 1 5 .  4 6 0  

2 5 )  D o ug h e r t y  C J ,  K u b a s i ak  L A ,  P r e n t i c e  H ,  A n d r ek a  P ,  B i s h o p r i c  

N H ,  W eb s t e r  K A .  20 0 2 .  A c t i v a t i o n  o f  c - J u n  N - t e r m i n a l  k i n a s e  

p r o m o t e s  s u r v i v a l  o f  c a r d i a c  m y o c y t e s  a f t e r  o x i d a t i v e  s t r e s s .  

B i o c h em  J  3 6 2 : 5 6 1 - 5 7 1 .  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chen%20WK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17961621
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wang%20CJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17961621
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lin%20WL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17961621
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11879182
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11879182
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2 6 )  Sk u t ek  M ,  v a n  G r i e n s v e n  M,  Z e i c h e n  J ,  B r a u e r  N ,  B o s c h  U .  4 6 5  

2 0 0 3 .  C y c l i c  m ec h a n i c a l  s t r e t c h i ng  o f  h u m a n  p a t e l l a r  t e n d o n  

f i b r o b l a s t s :  ac t i v a t i o n  o f  J N K  a n d  m o d u l a t i o n  o f  a p o p t o s i s .  K n e e  

S u r g  S p o r t s  T r au m a t o l  A r t h r os c  1 1 : 1 2 2 - 1 2 9 .  

2 7 )  D e n d o r f e r  U ,  O e t t g e n  P ,  L i b e r m a n n  T A .  1 9 9 4 .  Mu l t i p l e  

r eg u l a t o r y  e l e m e n t s  i n  t h e  i n t e r l e uk i n - 6  g en e  m e d i a t e  i n d u c t i o n  b y  4 7 0  

p r o s t ag l a n d i n s ,  c y c l i c  A MP ,  a n d  l i p o p o l y s a c c h a r i d e .  M o l  C e l l  

B i o l  1 4 : 4 4 4 3 - 4 4 5 4 .  

2 8 )  J a ng  S ,  K e l l e y  K W ,  J oh n s o n  RW .  2 0 0 8 .  L u t e o l i n  r e d u c es  I L - 6  

p r o d u c t i o n  i n  m i c r og l i a  b y  i n h i b i t i ng  J N K  p ho s p h o r y l a t i o n  a n d  

a c t i v a t i o n  o f  A P - 1 .  Pr o c  N a t l  Ac a d  S c i  U S A  10 5 : 7 5 3 4 - 7 5 3 9 .  4 7 5  

2 9 )  H i r a s ak a  K ,  Ma e d a  T ,  I k e d a  C ,  H a r u n a  M,  K o h n o  S ,  A b e  T ,  O c h i  

A ,  Mu k a i  R ,  O a r a d a  M,  K o n do  S ,  O h n o  A ,  O k um ur a  Y ,  T e r a o  J ,  

N i k a wa  T .  2 0 1 3 .  I s o f l a v o n e s  D e r i v e d  f r o m  S o y  B e a n s  P r e v e n t  

Mu R F 1 - Me d i a t e d  Mu s c l e  A t r o p h y  i n  C 2 C 1 2  M y o t u b e s  t h r o ug h  

S I RT 1  A c t i v a t i o n .  J o u r n a l  o f  N u t r i t i o n a l  S c i e n c e  a n d  V i t am i n o l o g y  4 8 0  

5 9 : 3 1 7 - 3 2 4 .  

3 0 )  R u s s o  N ,  T o s c a no  M,  U c c e l l a  N .  2 0 0 0 .  S e m i em p i r i c a l  m o l e c u l a r  

m o d e l i n g  i n t o  q u e r c e t i n  r e ac t i v e  s i t e :  s t r u c t u r a l ,  c o n f o r m a t i o n ,  

a n d  e l e c t r o n i c  f e a t u r e s .  J  A g r i c  F o o d  C he m  4 8 : 32 3 2 - 3 2 3 7 .  

3 1 )  F u j i s a wa  S .  I s h i h a r a  M .  K a d om a  Y .  2 0 0 2 .  K i n e t i c  e v a l u a t i o n  o f  4 8 5  

t h e  r e a c t i v i t y  o f  f l a v o n o i d s  a s  r a d i c a l  s c a v e ng e r s .  S A R  Q S A R  

E n v i r o n  R e s  1 3 : 6 1 7 - 6 2 7 .  

3 2 )  H e i j n e n  CG ,  H a e n e n  G R ,  A c k e r  F A ,  V i j g h  W J ,  B a s t  A .  2 0 0 1 .  

F l a v o n o i d s  a s  p e r o x y n i t r i t e  s c a v e ng e r s :  t h e  r o l e  o f  t h e  h y d r o x y l  

g r o u p s .  T o x i c o l   I n  V i t r o  1 5  ( 1 ) : 3 - 6 .  4 9 0  
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3 3 )  R i c e - E v a n s  C A ,  M i l l e r  N J ,  P ag a ng a  G .  1 9 9 6 .  S t r u c t u r e -

a n t i o x i d a n t  ac t i v i t y  r e l a t i o n s h i p s  o f  f l a v o n o i d s  a n d  p h e n o l i c  a c i d s .  

Fr e e  R a d i c  B i o l  M e d  2 0 : 9 3 3 - 9 5 6 .  

3 4 )  A c k e r  S A ,  G r o o t  M J ,  B e r g  D J ,  T r om p  MN ,  K e l d e r  G D ,  V i j g h  W J ,  

B a s t  A .  1 9 9 6 .  A  q u a n t u m  c h em i c a l  e x p l a n a t i o n  o f  t h e  a n t i o x i d a n t  4 9 5  

a c t i v i t y  o f  f l a v o n o i d s .  C h em  R e s  T o x i c o l  9 : 1 3 0 5 - 1 3 1 2 .  

3 5 )  S u n a y a m a  J ,  T s u r u t a  F ,  Ma s u y a m a  N ,  G o t o h  Y .  2 0 0 5 .  J N K  

a n t ag o n i z e s  Ak t - m e d i a t e d  s u r v i v a l  s i g n a l s  b y  p h o s p h o r y l a t i n g  1 4 -

3 - 3 .  J  C e l l  B i o l  1 7 0 : 2 9 5 - 3 0 4 .   

3 6 )  C l a v e l  S ,  S i f f r o i - F e r n a n d e z  S ,  C o l d e f y  A S ,  B o u l uk o s  K ,  P i s a n i  5 0 0  

D F ,  D é r i j a r d  B .  2 0 1 0 .  R eg u l a t i o n  o f  t h e  i n t r a c e l l u l a r  l o c a l i z a t i o n  

o f  F o x o 3 a  b y  s t r e s s - a c t i v a t e d  p r o t e i n  k i n a s e  s i g n a l i n g  p a t h wa y s  

i n  s k e l e t a l  m u s c l e  c e l l s .  M o l  C e l l  B i o l  3 0 : 4 7 0 - 4 8 0 .  

3 7 )  C o o n e y  R N .  K i m b a l l  S R .  V a r y  T C .  1 9 9 7 .  R eg u l a t i o n  o f  s k e l e t a l  

m u s c l e  p r o t e i n  t u r n o v e r  d u r i ng  s e ps i s :  m e c h a n i s m s  an d  m e d i a t o r s .  5 0 5  

S h o c k  7 : 1 - 1 6 .  

3 8 )  L a ng  C H .  F r o s t  R A .  V a r y  T C .  2 0 0 7 .  R eg u l a t i o n  o f  m u s c l e  

p r o t e i n  s y n t h e s i s  d u r i n g  s e p s i s  a n d  i n f l am m a t i o n .  A m  J  P hy s i o l  

E n d o c r i n o l  M e t a b  2 9 3 :  E 4 5 3 - E 4 5 9 .  

3 9 )  P a r k  C M.  S o ng  Y S .  2 0 1 3 .  L u t e o l i n  a n d  l u t e o l i n - 7 - O - g l u c o s i d e  5 1 0  

i n h i b i t  l i p o p o l y s a c c h a r i d e - i n d u c e d  i n f l am m a t o r y  r e s p o n s e s  

t h r o ug h  m o d u l a t i o n  o f  N F -κB/ A P - 1 / P I 3 K - Ak t  s i g n a l i ng  c a s c a d es  i n  

R AW  26 4 . 7  c e l l s .  N u t r  R e s  P r a c t  2 9 : 4 2 3 - 9 .   
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F I G U R E  L EG E N D S  5 1 5  

F i g u r e  1  F l a v o n o i d - m e d i a t e d  e f f ec t s  o n  L P S - t r e a t e d  C 2 C 1 2  

m y o t u b e s .  T h e  C 2 C 1 2  c e l l s  we r e  c u l t u r e d  i n  d i f f e r e n t i a t i o n  m e d i u m  

f o r  7 2  h o u r s .  A f t e r  1  h o u r  p r e t r e a t m e n t  w i t h  f l a v o n o i d s  ( 1 ,  1 0 ,  a n d  

1 0 0  μ M) ,  t h e  c e l l s  we r e  s t im u l a t e d  w i t h  L P S  ( A ) .  T h e  c e l l s  t r e a t e d  

w i t h  f l a v o n e  a p i g e n i n ,  l u t e o l i n ,  a n d  5 , 7 - d i h y d r o x y c h r o m o n e  ( 1 ,  1 0 ,  5 2 0  

2 5 ,  5 0 ,  7 5 ,  a n d  1 0 0  μ M)  f o r  1  h o u r  w e r e  s t im u l a t e d  w i t h  L P S  ( B ) .  T h e  

t o t a l  R N A  wa s  e x t r a c t e d  f r om  t h e  C 2 C 1 2  c e l l s ,  a n d  r e a l - t i m e  RT - P C R  

f o r  a t r og i n - 1 / MA F b x  a n d  G A P D H  wa s  p e r f o r m e d .  T h e  i n t e n s i t y  r a t i o s  

o f  t h e  a t r og i n - 1 / MA F b x  a n d  G A P D H  c D N A  we r e  c a l c u l a t e d .  E a c h  

m R N A  l e v e l  wa s  n o r m a l i z e d  t o  t he  G A P D H  l e v e l .  T h e  v a l u e s  a r e  5 2 5  

e x p r e s s e d  a s  t h e  m e a n s  ±  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  ( n = 3 ) .  * * P < 0 . 0 1 ,  

* P< 0 . 0 5  c om p a r e d  w i t h  t h e  L P S - t r e a t e d  c on t r o l  c e l l s .  # # P < 0 . 0 1  

c om p a r e d  w i t h  t h e  u n t r e a t ed  c o n t r o l .  A . U . ,  a r b i t r a r y  u n i t s .   

 

F i g u r e  2  F l a v o n e - m e d i a t e d  e f f e c t s  o n  L P S - i n d u c e d  C 2 C 1 2  m y o t u b e  5 3 0  

a t r o p h y .  T h e  C 2 C 1 2  m y o t u b es  we r e  t r e a t e d  w i t h  1 0 0  ng / m l  L P S  o r  

L P S  a n d  f l a v o n e s  f o r  4 8  h o u r s .  T h e  m y o t u b e  d i a m e t e r  wa s  m e a s u r e d  

t o  e v a l u a t e  m y o t u b e  a t r o p h y .  * * P < 0 . 0 1 ,  * P < 0 . 0 5  c om p a r e d  w i t h  t h e  

L P S - t r ea t e d  m y o t u b e s .  # # P < 0 . 0 1  c om p a r e d  w i t h  t h e  u n t r e a t e d  c o n t r o l .  

 5 3 5  

F i g u r e  3  Ef f ec t s  o f  f l a v o n e s  o n  J N K  ph o s p h o r y l a t i o n  i n  t h e  C 2 C 1 2  

m y o t u b e s .  A f t e r  c u l t u r i ng  w i t h  d i f f e r e n t i a t i o n  m e d i um  f o r  7 2  h o u r s ,  

t h e  c e l l s  we r e  t r e a t e d  w i t h  1 0 0  ng / m l  L P S .  D MS O  ( 0 . 1 % ) ,  f l a v o n e s  

( 2 5 μ M)  o r  J N K  i n h i b i t o r  ( 2 5μ M)  wa s  a d d e d  t o  t h e  c e l l  c u l t u r e  m e d i u m  

1  h o u r  b e f o r e  L P S  s t im u l a t i o n .  T h e  p r o t e i n s  ( 2 5  μ g / l a n e )  e x t r a c t e d  5 4 0  
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f r om  t h e  C 2 C 1 2  m y o t u b e s  we r e  s u b j e c t e d  t o  i m m u n o b l o t t i ng  t o  

d e t e c t e d  p h o s p h o r y l a t e d  J N K  a n d  J N K .  ( A )  W es t e r n  b l o t t i ng  a n a l y s i s .  

( B )  R e a l - t i m e  P C R  a n a l y s i s .  ( C )  C 2 C 1 2  m y o b l a s t i c  c e l l s  we r e  

t r a n f e c t e d  w i t h  t h e  pG L 3 - 3 . 4k b  a t r og i n - 1  p r om o t e r  a n d  p R L - T K .  

E x t r a c t s  f r om  t h e  m y o b l a s t s  we r e  s u b j e c t e d  t o  t h e  l u c i f e r a s e  r e p o r t e r  5 4 5  

a s s a y .  D a t a  a r e  e x p r e s s e d  as  t h e  m e a n s  ±  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  ( n= 3 ) .  

* * P < 0 . 0 1 ,  * P < 0 . 0 5  c om p a r e d  w i t h  t h e  L P S - t r e a t e d  c e l l s .  # # P < 0 . 0 1  

c om p a r e d  w i t h  t h e  u n t r e a t ed  c o n t r o l .  A . U . ,  a r b i t r a r y  u n i t s .  

 

F i g u r e  4  S c h em a t i c  i l l u s t r a t i o n  o f  t h e  s i g n a l i n g  p a t h wa y  m e c h a n i s m s  5 5 0  

i n d u c e d  b y  L P S  s t i m u l a t i o n .  A p i g e n i n  a n d  l u t e o l i n  m a y  i n h i b i t  

a t r og i n - 1 / MA F b x  v i a  J N K  p ho s p h o r y l a t i o n  i n h i b i t i o n ,  r e s u l t i ng  i n  t h e  

p r e v e n t i o n  o f  m u s c l e  a t r o p h y .   
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