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RESUME

Malgre la quasi-normalisation de sa fonction cardiaque, le sujet transplanté cardiaque présente
généralement une limitation a 1’effort physique. Ce handicap a été attribué en partie a des
altérations du métabolisme énergétique musculaire périphérique, dont les causes précises
restent encore a élucider. Cependant, le traitement immunosuppresseur (la ciclosporine en
particulier) et le déconditionnement physique, ont été fortement suspectés d’étre a I’origine
des anomalies musculaires du transplanté. L’objectif de ce travail de thése était donc de
déterminer les parts respectives de la ciclosporine et du déconditionnement dans cette
limitation physique. Pour ce faire, nous avons étudié les caractéristiques phénotypiques et
fonctionnelles de leurs muscles squelettique et cardiaque, et évalué les effets d’un
entrainement en endurance sur ces divers parametres.

Nos résultats démontrent que les capacités oxydatives musculaires du sujet transplanté
cardiaque ne varient pas significativement prés d’un an aprés transplantation et demeurent
similaires a celles de sujets sédentaires sains appariés en age. Cependant, in vitro, la CsA
(Sandimmun), entraine une diminution de ces capacités oxydatives, entiérement attribuable au
composant majeur de son excipient, le Crémophor. Cet effet délétere est tissue-spécifique et
s’exerce via une altération spécifique de 1’activité fonctionnelle de certains complexes de la
chaine respiratoire mitochondriale. Par ailleurs, I’administration chronique de la molécule
active de CsA, sans son excipient, entraine au contraire, une augmentation de la capacité
oxydative du muscle squelettique lent oxydatif.

L’entrainement en endurance de ces sujets induit une augmentation significative de la
capacité oxydative du muscle squelettique (dont la valeur devient méme similaire a celle du
sujet sain sportif) associée a une activation fonctionnelle de la créatine kinase mitochondriale.
L’ensemble de notre travail suggere que la fonction mitochondriale musculaire et ses
mécanismes de régulation soient préservés in vivo, malgré le traitement immunosuppresseur
clinique. D’autres acteurs, extramitochondriaux, tels que le réseau capillaire et certaines voies
de signalisation impliquées dans la transition phénotypique musculaire, seraient les cibles

préférentielles des immunosuppresseurs.

Mots clés : muscle strié, mitochondrie, créatine kinase, compartimentation cellulaire, MHC,

insuffisance cardiaque, transplantation cardiaque, ciclosporine, entrainement physique.



ABSTRACT

Despite a near-normalization of their cardiac function, heart transplant recipient displayed a
limited physical capacity, at maximal exercise. This physical limitation has been in part
attributed to altered energetical metabolism in peripheral muscle, which precise mechanisms
are still undetermined. However, immunosuppressive treatment, particularly cyclosporin A,
and deconditionning have been closely suspected to be the major causes of muscular
abnormalities after cardiac transplantation. The aim of this study was to determine the
respective contribution of cyclosporin A and deconditionning in physical limitation of heart
transplant recipient. To this end, we have characterized the phenotypic and functional
properties of their skeletal and cardiac muscles, and have determined the effects of an
endurance training program on these various parameters.

Our results demonstrate that the intrinsic properties of muscular mitochondria, remain normal
in heart transplant recipient, long after transplantation, either at the level of quantitative
functional characteristics than at their adaptative mechanisms of regulation of cellular energy
production and transfer.

This study suggests that the muscular mitochondrial function and its adaptative mechanisms
are not directly affected in vivo by clinical immunosuppressive treatment. Others non-
mitochondrial actors such as the capillary network and some signaling pathways implicated in
phenotypic muscular transition, should represent preferential targets of immunosuppressive

drugs in peripheral muscle of heart transplant recipient.

Key words: striated muscle, mitochondria, creatine kinase, cellular compartimentation, MHC,

Heart failure, cardiac transplantation, cyclosporin, endurance training.
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ABREVIATIONS

ACR: Accepteur control ratio = rapport entre les oxydations et les phosphorylations

mitochondriales

ADN : Acide désoxyribonucléique

ADP : Adénosine diphosphate

AMP : Adénosine monophosphate

AMPK : AMP-activated protein kinase

ATP : Adénose triphosphate

ANT : Adénine Nucléotide Translocase
ARNmM : Acide Ribonucléique messager
ARNr : Acide Ribonucléique ribosomique
CK: Creatine Kinase

CnA: Calcineurine

COX: Cytochrome ¢ Oxidase

CS: Citrate Synthase

CsA: Ciclosporine A

Cr: Creatine

CsA: Ciclosporine A

DHRP : Récepteur a la Dihydropyridine
FADH>: Flavine Adénine Dinucléotide réduit
GLUT: Transporteur du glucose

[Hb] : Concentration en Hémoglobine

IC: Insuffisance Cardiaque ; patient IC = patient insuffisant cardiaque
IEC: Inhibiteur de I’enzyme de conversion
K*: lon potassium

KCI : Chlorure de potassium

KmADP : Km apparent de la mitochondrie pour I’ADP

LDH : Lactate Déshydrogénase

mi-CK : Creatine Kinase mitochondriale

MLC : Myosine Light Chain = chaine Iégére de myosine

MHC : Myosine heavy Chain = chaine lourde de myosine

MRF : myogenic regulatory facteur = facteur de régulation myogenique
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nuclear factor of activated T cells = facteur nucléaire des cellules T activées
NFAT Response Element = élément de réponse au NFAT
facteurs respiratoires nucléaires

Oxygene

Phosphore 31

Paire de base

Phosphocréatine

Programme d’entrainement personnalisé en créneau
Phosphorylation Oxydative

Phosphate inorganique

Pression partielle en oxygene

Raisonnance Magnétique nucléaire

Réticulum Sarcastiquement

Zarco Endos Réticulum Calcium ATPase = calcium ATPase du réticulum

sarcoplasmique

T3: 3,35
TC:

TN :

TOM :

TIM :

™ :

UCP :

Vo:

VEGF :

VD :
VE :
VDAC :

-tri-iodo-thyronine

Transplantation cardiaque ; sujet TC = sujet transplanté cardiaque
Troponine

Translocase of Outer Membrane = translocase de la membrane externe
Translocase of Inner Membrane = translocase de la membrane interne
Tropomyosine

Uncoupling Protein = protéine découplante

Vitesse basale de respiration des fibres

Vascular Endothelial Growth Factor = Facteur de croissance endothélial
vasculaire

Ventricule droit

Vaste externe

Voltage-Dependant Anion Channel = canal a anion voltage dépendant
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Vmax : vitesse maximale de respiration des fibres musculaire
VO,max : Consommation Maximale d’Oxygene

VO,SL : VO, mesurée au seuil lactique
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PREAMBULE

L’insuffisance cardiaque (IC) constitue un enjeu majeur de santé publique dans les pays
industrialisés, ou elle reste encore a l’origine d’un taux élevé de mortalité, malgré des
avancées thérapeutiques spectaculaires. Sa fréquence de survenue ne cesse d’augmenter, en
raison des nombreux facteurs de risques, du vieillissement de la population et d’une meilleure
prise en charge des syndromes coronaires aigus. Les patients souffrant de cette affection se
plaignent souvent d’une incapacité a 1’exercice physique, d’une fatigue anormale et d’une
dyspnée, plus ou moins importantes selon le degré de séveérité de la maladie. Au fil du temps,
ces symptémes finissent par compromettre la qualité de vie et les conditions de travail de ces
sujets. L’insuffisance cardiaque n’est pas une simple maladie du cceur mais une maladie
complexe qui implique de nombreux systemes de régulation cardiocirculatoire au premier
rang desquels les systemes neurohormonaux. Elle provoque des modifications non seulement
au niveau de la géomeétrie et de la fonction cardiaques, mais également au niveau des muscles
locomoteurs avec d’importantes altérations de leurs propriétés intrinséques. Ces anomalies
musculaires périphériques persistent aprés la transplantation cardiaque. En effet, si la
transplantation cardiaque permet en ultime recours le remplacement du cceur défaillant et la
restauration de la fonction cardiaque, elle ne remplace cependant pas les muscles
périphériques pourtant trés altérés par 1’évolution chronique de la maladie. Ces anomalies
musculaires périphériques restent également associées, chez les sujets transplantés cardiaques,
a une persistance du handicap physique, malgré 1’amélioration de cette limitation a 1’exercice
apres la greffe. Les mécanismes physiopathologiques des modifications musculaires, induites
lors de la longue période d’insuffisance cardiaque ou a I’origine de leur persistance apres
transplantation, ne sont pas encore bien établis. Leur €lucidation est aujourd’hui 1’objectif de
nombreux fondamentalistes désirant comprendre les causes du handicap physique de ces
sujets, mais aussi celui de nombreux cliniciens y voyant I’opportunité d’une meilleure
approche thérapeutique et d’une meilleure prise en charge de ces patients.

Depuis 1998, un programme de recherche (projet PROGRES de 'INSERM), créant une
étroite collaboration entre 1’Unité 446 INSERM de Chatenay-Malabry, le service des
Explorations Fonctionnelles Respiratoires et de 1’Exercice(EFR, EA 3072) et le service de
Chirurgie Cardio-vasculaire des Hopitaux Universitaires de Strasbourg, ainsi que 1’équipe de
Bioénergétique et Environnement du Centre de Recherche du Service de Santé des Armées de

la Tronche (CRSSA), a eu pour objectif de réaliser une étude fonctionnelle et phénotypique
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des propriétés des muscles squelettiques et ventriculaires de patients insuffisants et
transplantés cardiaques. Une attention particuliere a été portée sur le réle du traitement
immunosuppresseur dans les altérations musculaires des greffés cardiaques. Les propriétés
contractiles, mitochondriales et métaboliques ont été étudiées pour caractériser les atteintes
fonctionnelles induites dans ces deux pathologies.

L’ensemble des travaux présentés dans ce mémoire représente une partie des résultats de ce
projet, concernant en particulier la caractérisation du phénotype musculaire du sujet
transplanté cardiaque, les effets musculaires d’un programme d’entrainement en endurance, et
le role de I’'immunosuppression par la ciclosporine sur la fonction des muscles striés, a la fois
chez ’homme et I’animal.

Dans le chapitre 1 de I’état des connaissances actuelles, nous commencerons par exposer les
handicaps physiques et les altérations des caractéristiques musculaires de I’insuffisant et du
transplanté cardiaques. Nous aborderons ensuite les immunosuppresseurs, en insistant
particulierement sur la ciclosporine A et sur les arguments en faveur de sa toxicité musculaire
et ceux en faveur de la toxicité de son excipient, le Crémophor EL. Nous terminerons enfin ce
premier chapitre par les traitements préventifs et curatifs du rejet.

Le chapitre 2 abordera la question de I’évaluation de la fonction mitochondriale des muscles
striés humains permettant de caractériser leur phénotype métabolique. Nous développerons
d’abord les propriétés contractiles du muscle, le couplage excitation-contraction et les voies
métaboliques de production d’énergie, particulierement la voie aérobie et les mitochondries.
Nous exposerons pour finir, les principaux systémes de transfert d’énergie depuis leurs sites
de production jusqu’a leurs sites d’utilisation.

Dans le dernier chapitre, nous aborderons le contrble du phénotype musculaire et les
adaptations induites sur ce dernier par I’entrailnement en endurance, avec pour exemple le cas
particulier de 1’adaptation du transplanté cardiaque & un programme d’entralnement en

endurance.
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ETAT DES CONNAISSANCES ACTUELLES
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ETAT DES CONNAISSANCES ACTUELLES

I. FONCTION MITOCHONDRIALE MUSCULAIRE DU SUJET TRANSPLANTE
CARDIAQUE (TC) ET TRAITEMENTS IMMUNOSUPPRESSEURS

A. HANDICAP PHYSIQUE ET ALTERATIONS DES CARACTERISTIQUES MUSCULAIRES DE
L’INSUFFISANT CARDIAQUE (IC) ET DU TRANSPLANTE CARDIAQUE (TC)

Le sujet transplanté étant généralement un ancien insuffisant cardiaque, nous avons dans un
premier temps voulu exposer les connaissances relatives aux diverses altérations musculaires
périphériques de ces patients IC, acquises grace aux nombreuses études réalisées pendant ces
derniéres décennies. Elles nous permettront, en partie, de comprendre un certain nombre
d’anomalies musculaires « persistantes » observées aprés la transplantation cardiaque et ainsi
d’expliquer, avec d’autres facteurs propres a 1’état de « transplanté » lui-méme, le handicap
physique mis en évidence chez ces sujets TC. A ce jour, le nombre d’études réalisées sur le
muscle périphérique du sujet TC reste limité, contrairement a celui portant sur I’insuffisance
cardiaque. Toutefois, “le passé insuffisant cardiaque” ne saurait étre la seule cause du

handicap physique des transplantés cardiaques.

1. L'INSUFFISANCE CARDIAQUE (IC), GENERALITES
1.1. Définition et rappels

L’insuffisance cardiaque est un syndrome complexe qui se définit par I’incapacité du cceur a
assurer un débit sanguin suffisant lui permettant de répondre aux besoins métaboliques et
fonctionnels de l’organisme. Cette diminution du débit sanguin peut étre due soit a des
anomalies de remplissage du ventricule (dysfonction diastolique), soit a un trouble de
I’¢jection ventriculaire (dysfonction systolique) ou le plus souvent, aux deux a la fois.

L’IC est I’aboutissement d’une atteinte primitive du myocarde ou d’une atteinte secondaire
d’origine valvulaire ou coronarienne. Elle débute par une période de latence pendant laquelle
la dysfonction ventriculaire gauche (VG) est asymptomatique. Au cours de cette période,
d’importantes modifications de la géométrie et de la fonction cardiaques, appelées aussi
« remodelage ventriculaire » et caractérisées par une dilatation des cavités et une baisse de la
fonction contractile, ont lieu. Apparaissent ensuite les premiers signes cliniques a I’effort puis
au repos, caractérisés par une incapacité a 1’effort physique, qui se traduit par une diminution
de la consommation maximale de l’oxygene (pic de VO2) par I’organisme, une fatigue

musculaire précoce et une dyspnée. C’est sur la base de ces deux signes fonctionnels que la
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classification de la New York Heart Association (NYHA), a distingué quatre classes
fonctionnelles caractérisant les patients IC (voir tableau 1).

Au niveau cardiaque, différents mécanismes sont mis en jeu pour palier au dysfonctionnement
ventriculaire. Le premier résulte de la loi de Franck-Starling : 1’étirement des sarcoméres,
secondaire a une surcharge en volume ou, dans les autres cas, secondaire a 1’augmentation de
la précharge (notamment due a la rétention hydrosodée), provoque une augmentation de la
force de contraction ventriculaire. La dilatation ventriculaire permet ainsi de maintenir le
volume d’¢jection systolique, face a une diminution de la fraction d’¢jection. Le second
mécanisme résulte quant a lui de Dlactivation du systeme nerveux sympathique (SNS)
responsable d’une augmentation de la fréquence cardiaque et de la contractilité. Cette
activation sympathique permet également de maintenir le débit cardiaque face a une baisse du
volume d’¢jection systolique, a court et moyen terme. Ses effets sur le ceeur sont délétéres a
long terme par un phénomeéne de « désensibilisation » des B-récepteurs myocardiques et par la
survenue d’arythmies.

Au niveau périphérique, les mécanismes d’adaptation sont surtout mis en jeu lorsque le débit
cardiaque et la pression de perfusion systémique tendent a diminuer. Ces adaptations se
traduisent par une vasoconstriction artériolaire hétérogene, une augmentation de 1’extraction
périphérique de 1’oxygeéne et une rétention hydrosodée. La vasoconstriction artériolaire est
sous la dépendance de I’activation du SNS et des autres systemes hormonaux
vasoconstricteurs (angiotensine II, endothéline). D’autres mécanismes comme la baisse du
tonus vasodilatateur d’origine endothéliale, peuvent également intervenir. La redistribution
des débits régionaux est une caractéristique importante de I’IC. Cette redistribution survient
d’abord a I’effort mais elle sera ensuite également présente au repos. Elle permet de maintenir
une pression de perfusion suffisante et de maintenir les débits sanguins au niveau de certains
organes vitaux comme le cerveau et le cceur, au détriment de la circulation musculaire et
rénale. Au cours de I’effort, le sujet normal peut multiplier par 5 son débit cardiaque et
distribuer environ 80% de ce débit au niveau des muscles. Chez l'insuffisant cardiaque,
I’augmentation du débit cardiaque est moindre et les débits musculaires sont diminues, en
valeur absolue et relative. La redistribution du débit entraine a 1’effort une hypoperfusion
marquée de certains tissus (peau, rate, rein...) alors que le débit coronaire et cérébral sont
relativement épargnés. A long terme, la vasoconstriction périphérique contribue a augmenter
la postcharge et le travail du VG, et joue un role délétere sur 1’évolution de la cardiopathie.

La baisse du débit cardiaque a I’effort puis au repos s’accompagne d’une augmentation de la

différence artérioveineuse en oxygéne ; il existe une baisse de ’affinité de 1’hémoglobine
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pour I’oxygéne liée a une augmentation du 2,3-diphosphoglycérate, qui facilite le transport de

I’oxygene, du fait du déplacement de la courbe de dissociation de I’oxyhémoglobine. Ce

mécanisme agit conjointement avec l’acidose tissulaire et la diminution de la vitesse de

circulation pour maintenir I’apport en oxygene au niveau des tissus.

Tableau 1 : La classification fonctionnelle de la New York Heart Association (NYHA)

Classe

Signes fonctionnels

Patients porteurs d’une maladie cardiaque n’entrainant aucune limitation de
I’activité physique. Les activités ordinaires n’entrainent aucune fatigue

anormale, aucune palpitation, dyspnée ou douleur angineuse.

Patients porteurs d’une maladie cardiaque limitant modérément I’activité
physique. Absence de symptomatologie au repos. L’activité physique

ordinaire entraine fatigue, palpitation, dyspnée ou douleur angineuse.

Patients porteurs d’une maladie cardiaque limitant séveérement leur activité.
Les activités physiques moins intenses que les activités ordinaires

entrainent fatigue, palpitation, dyspnée ou douleur angineuse.

La moindre activité physique s’accompagne de symptdmes. IIs peuvent étre

présents méme au repos. lls sont exagérés par le moindre effort.

1.2. Altérations du muscle squelettique de I'lC

L’intolérance a 1’exercice et la fatigue musculaire précoce, symptomes caractéristiques de

I’IC, sont trés partiellement corrélés aux indices de performance myocardique (Franciosa et

al. 1981; Myers & Froelicher 1991). « L’hypothése musculaire » propose une participation

majeure des altérations spécifiques du muscle squelettique périphérique (tableau 2) dans

I’apparition de ces symptdmes (Coats 1996; Poole-Wilson & Ferrari 1996).

1.2.1. Altérations intrinséques des fibres musculaires

De nombreuses études réalisées sur des muscles squelettiques de patients IC et de modeles

animaux d’IC démontrent d’importantes modifications. Ces anomalies concernent a la fois le

métabolisme énergétique, le profil contractile et la structure méme du muscle ainsi que le

couplage excitation-contraction (Lunde et al. 2001).

24




a) Anomalies du métabolisme énergétique

Les changements métaboliques se caractérisent, lors d’un exercice a charge faible, par une
déplétion anormalement rapide des réserves en phosphocréatine (PCr), suivie lors de la
récupération, par une diminution de la vitesse de resynthese de la PCr. Ceci refléte une
sollicitation précoce du métabolisme glycolytique et une diminution du processus de la
phosphorylation oxydative (Wilson et al. 1985; Massie et al. 1987; Massie et al. 1988). Par
ailleurs, une acidose et une augmentation de la lactatémie précoces, associés a une
augmentation d’enzymes glycolytiques (Schaufelberger et al. 1997), indiquent une
prédominance du métabolisme glycolytique. A 1’opposé, une diminution du volume
mitochondrial, de la surface des crétes (Drexler et al. 1992) et des enzymes du métabolisme
oxydatif (Mancini et al. 1989; Sullivan et al. 1990; Arnolda et al. 1991; Wilson et al. 1993a;
Simonini et al. 1996b) témoignent d’une altération du métabolisme oxydatif. Récemment,
dans un modele d’IC provoqué par sténose aortique chez le rat, De Souza et collaborateurs ont
montré que la respiration mitochondriale et le systetme de transfert d’énergie des créatines
kinases (CK) sont fortement altérés dans les muscles squelettiques rapides et lents (De Sousa
et al. 2000). Ceci suggeére donc que les altérations musculaires observées chez des patients IC
soient plutét dues a une pathologie d’origine mitochondriale (De Sousa et al. 2000).
Cependant, Mettauer et collaborateurs ont montré une préservation des propriétés
fonctionnelles des mitochondries du muscle Vaste externe de patients IC (Mettauer et al.
2001). D’autres facteurs systémiques ou circulatoires peuvent également affecter les muscles

squelettiques.

b) Anomalies du profil contractile

Le muscle squelettique des IC se caractérise par une augmentation de la proportion des fibres
de type lIx (rapide/glycolytique/sensible a la fatigue), une diminution de la proportion de
fibres de type | (lent/oxydatif/résistant a la fatigue) et une atrophie des fibres de type Ila, 11x
(Mancini et al. 1989; Sullivan et al. 1990; Massie et al. 1996; Schaufelberger et al. 1997).
Cette redistribution des fibres squelettiques pourrait étre due aux changements d'expression
des chaines lourdes de myosine observés chez les patients IC. Ces modifications d’expression
de protéines contractiles sont caractérisées par une augmentation de I’expression de MHC-2x
(Duscha et al. 1999) et une diminution, voir une inhibition totale de 1’expression des MHC-1
chez certains patients (Mancini et al. 1989; Sullivan et al. 1997). D’autre part, la mise en

évidence chez les patients IC, d’une corrélation positive entre la diminution du pic de VO3 et
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la réduction de la proportion des fibres de type I suggere que ces modifications des propriétes
contractiles participeraient a leur intolérance a I'exercice (Mancini et al. 1989; Sullivan et al.
1997; Vescovo et al. 1998).

Des résultats similaires ont été retrouvés dans les modeles animaux d'IC, avec une diminution
de la proportion des fibres de type | associée a une augmentation des fibres de type Il (Sabbah
et al. 1993; Simonini et al. 1996a) et & des changements de I'expression des chaines lourdes de
myosines (Simonini et al. 1996a; Simonini et al. 1996b). Toutefois, la diminution de la
proportion des fibres de type | est controversée (Delp et al. 1997). Par ailleurs, une atrophie
musculaire des fibres de type I, Ila et I1b dans les modéles animaux a aussi été rapporté (Delp
et al. 1997).

¢) Modifications morphologiques

Il a été observée une diminution de la masse musculaire des patients IC, associée notamment
une atrophie des fibres musculaires (Wilson & Mancini 1990; Harrington et al. 1997,
Shephard 1997; Vescovo et al. 2000). L’origine précise de cette diminution de la masse
musculaire n’est pas encore bien établie. Elle pourrait étre due a 1’apoptose des fibres
musculaires, du fait de I’observation d’une augmentation du nombre de noyaux a ADN
fragmenté au sein de myocytes du vaste externe de patients IC (Vescovo et al. 2000) et du fait
de I’existence d’une corrélation inverse entre le nombre de noyaux apoptotiques et le degré
d’atrophie (Vescovo et al. 2000). La perte de noyaux entrainerait ainsi une atrophie plutét
qu’une destruction cellulaire (Allen et al. 1997). D’autre part, 1’observation d’une
augmentation de 1’activité de la phosphatase acide, une enzyme protéolytique, suggere que
cette derniére contribuerait également a cette atrophie musculaire (Lipkin et al. 1988).

Les observations concernant la densité capillaire demeurent toujours contradictoires. Une
diminution de cette derniére a été rapportée par certains auteurs (Lipkin et al. 1988; Sullivan
et al. 1990; Schaufelberger et al. 1996; Schaufelberger et al. 1997) mais elle n’a cependant
pas été retrouveé dans d’autres ¢tudes (Mancini et al. 1989; Schieffer et al. 1995; Magnusson
et al. 1996). De méme, les données sur le nombre de capillaires / fibre sont hétérogénes tant
chez les patients que dans les modeles animaux d’IC (Mancini et al. 1989; Sullivan et al.
1990; Sabbah et al. 1993; Schieffer et al. 1995; Massie et al. 1996; Schaufelberger et al. 1996;
Schaufelberger et al. 1997; Duscha et al. 1999).

Enfin, des études ont montre que la densité mitochondriale des muscles squelettiques des
patients IC est diminuée par rapport a celle de sujets contréles (Drexler et al. 1992;
Hambrecht et al. 1997) (voir tableau 2).
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1.2.2. Propriétés mécaniques du muscle squelettique dans 1I’IC

La contraction isométrique maximale du muscle quadriceps des patients IC est est inférieure a
celle des sujets contréles (Lipkin et al. 1988; Magnusson et al. 1996), ce qui n’est pas le cas
pour I’extenseur du genou et du coude (Minotti et al. 1991; Harridge et al. 1996; Massie et al.
1996). D’autre part, le muscle squelettique des patients IC est moins résistant a la fatigue
(Minotti et al. 1991; Harridge et al. 1996; Magnusson et al. 1996; Massie et al. 1996;
Schaufelberger et al. 1997) et plus rapide a se contracter et a se relaxer (Harridge et al. 1996).
Ces observations sont en accord avec une augmentation de la proportion de fibres de type
rapide en particulier de type IIx.

Dans les modéles animaux d’IC, il a ¢été montré une augmentation de la fatigabilité des
muscles lents et rapides, accompagnée parfois d’une diminution de la tension maximale
développée pour différentes fréquences de stimulation, d’une diminution de ’activation et de
la prolongation de la contraction. Ceci est en apparente contradiction avec la transition du
profil contractile dans les muscle des animaux IC (Perreault et al. 1993; Lunde et al. 2001).
De méme, De Souza et collaborateurs n’ont pas montré de changement des propriétés

mécanique des muscles squelettiques lents et rapides (De Sousa et al. 2000)

1.3 Origines des anomalies du muscle squelettique

Trois facteurs a I’origine des anomalies du muscle squelettique dans 1I’'IC peuvent étre
proposés. D’abord une réduction de I’approvisionnement du muscle en oxygeéne et nutriments,
consécutif a une diminution du flux sanguin musculaire et/ou des altérations des propriétés
des capillaires des fibres squelettiques. D’autre part, ces anomalies du muscle squelettique
peuvent aussi étre, comme cela a été observé chez les sujets sains désentrainés, une

conséquence de la réduction de I’activité musculaire.

1.3.1 Densité capillaire et flux sanguin du muscle squelettique

Comme nous 1’avons précédemment noté, la perfusion du muscle squelettique est réduite au
repos et a Deffort suite a la réduction du débit cardiaque, la stimulation excessive des
systemes vasoconstricteurs et la diminution de la vasodilatation endothélium-dépendante. Les
données chez les patients et modeles animaux d’IC, concernant le flux sanguin sont
hétérogenes et montrent tant une diminution de ce dernier (Wilson et al. 1984b; Drexler et al.
1987; Sullivan et al. 1989; Toussaint et al. 1996) qu’une absence d’altérations de la perfusion
musculaire ou de lien entre ce parametre et les anomalies du muscle squelettique (Wiener et
al. 1986; Massie et al. 1988; Minotti et al. 1991).
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La distribution des substrats énergétiques et de 1’oxygene intra-tissulaire dépend des
propriétés des capillaires bordant les fibres musculaires. Des changements de 1’ultrastucture
de la microvascularisation du muscle squelettique pouvant altérer la diffusion des substrats
ont été decrits chez les patients IC (Longhurst et al. 1975; Lindsay et al. 1994). La
détermination de la désoxygénation de I’hémoglobine et de la myoglobine lors d’un exercice
ou pendant la récupération permet d’évaluer 1’hypoxie tissulaire. Ces paramétres ne sont pas
altérés ou ne semblent pas impliqués dans les anomalies du muscle squelettique de patients IC
(Mancini et al. 1994; Hanada et al. 2000). Il ressort des ces études que le défaut majeur serait
une incapacité¢ du muscle a utiliser I’oxygéne plutét qu’une altération de 1’apport de cet

OXygene.

1.3.2. Le déconditionnement musculaire

Parce que les changements du profil contractile et métabolique peuvent étre partiellement
restaurés par un entrainement physique, le déconditionnement a été proposé comme facteur
causal important de la diminution de la performance musculaire. En effet, une amélioration
significative de la tolérance maximale a I’exercice aprés un entrailnement d’intensité modérée,
s’accompagne d’une amélioration du métabolisme énergétique (Adamopoulos et al. 1993;
Hambrecht et al. 1995; Hambrecht et al. 1997) et d’une redistribution des fibres de type II
vers | (Hambrecht et al. 1997). Du fait de I’invalidité due a la maladie et de la fatigue
musculaire précoce, les patients IC réduisent considérablement leurs activités physiques. Des
lors, il n’est pas étonnant que les caractéristiques du muscle squelettique dans 1’IC soient
proches de celles décrites chez des sujets sédentaires (Chati et al. 1996) ou immobilisés sur
une longue période (Ferretti 1997). Cependant, le modéle de déconditionnement musculaire
chez le rat par suspension du train arriere induit des changements identiques a ce qui est décrit
dans I’IC, uniquement pour les propriétés contractiles (Desplanches et al. 1991; Bigard et al.
1998). Il n’a aucun effet sur le compartiment mitochondrial (Desplanches et al. 1991; Bigard
et al. 1998). D’autre part des études de mesure de I’activité locomotrice de rats IC rejette
I’hypothése d’une inactivité responsable des altérations du muscle squelettique (Simonini et

al. 1996a; Michel et al. 1998).

L’ensemble de ces données démontre clairement que le muscle squelettique péripherique
est altéré dans Uinsuffisance cardiaque (Tableau 2). Cette altération s’explique en partie
par des changements du phénotype musculaire qui consistent en une transition de

Pexpression des myosines de type I vers le type Il et d’une diminution du métabolisme
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oxydatif au profit d’une augmentation du métabolisme glycolytique. Cette altération des
caractéristiques du muscle pourrait étre en partie a I’origine de l’incapacité a Deffort des

ces patients.

29



Tableau 2 : Altérations musculaires dans I’insuffisance cardiaque

Marqueurs Effets Références

Type llaet I1b Mancini et al 1989

Type llIb Sullivan et al 1990

i Type l et Type lla Sullivan et al 1990

Surface de section Type Ila, lab, 11b Massie et al 1996
des fibres Type | Schaufelberger et al 1997
Type llIb Schaufelberger et al 1997
Type lla, llc Schaufelberger et al 1997

Fibres type Ilb Mancini et al 1989

Type llIb Sullivan et al 1990

Type | Sullivan et al 1990

Type | Drexler et al 1992

Type | Massie et al 1996

Protéines Type llab Magsie et al 1996

contractiles MHC1 Sull!van et al 1997

MHC2a Sullivan et al 1997

MHC2x Sullivan et al 1997
MHC2x Schaufelberger et al 1997

MHC2x Duscha et al 1999

MHC1, 2a, 2x Mettauer et al 2001

Capillarisation

Capillaires/fibre
Densité capillaire
Densité capillaire
Capillaires/fibre
Capillaires/fibre
Densité capillaire
Capillaires/fibre

Sullivan et al 1990
Sullivan et al 1990
Drexler et al 1992
Massie et al 1996
Schaufelberger et al 1997
Schaufelberger et al 1997
Duscha et al 1999

CHH=2=010 HhEEacllhEaEEEEaCllEaeEllaCllaCllalll DDl aEaoaEaEaeEeE==2|Il =<0 1 &=&=

HADH Mancini et al 1989
CS Mancini et al 1989
SDH, CS, HADH Sullivan et al 1990, 1991
V. mitochondrial, COX Drexler et al 1992
SDH Massie et al 1996
Mitochondries CS, HADH Schaufelberger et al 1997
HADH, SDH Duscha et al 1999
CS, MDH, COX Duscha et al 1999
mi-CK Hambrecht et al 1999
CS, CK Mettauer et al 2001
Vo, Vmax, Km, ACR Mettauer et al 2001
PFK, LDH Mancini et a1989
CK, LDH, PFK, HK, PK Sullivan et al 1990
Lactate Sullivan et al 1991
Glycolyse LDH, lactate Schaufelberger et al 1997
LDH, HK, PFK Duscha et al 1999
LDH Mettauer et al 2001

MHC : chaines lourde de myosine; HADH : hydroxyacyl-CoA déshydrogénase; CS : citrate
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synthase; SDH : succinate déshydrogénase; V. : densité volumique; COX: cytochrome
oxydase; MDH : malonate déshydrogénase; mi-CK : créatine kinase mitochondriale; PFK :
phosphofructokinase; LDH : lactate déshydrogénase; CK : crétine kinase; HK : hexokinase;
PK : pyruvate kinase; Vo Vmax, Km, ACR : caracteristiques fonctionnelles de la respiration

mitochondriale (voir matériel et méthodes).

2. LA TRANSPLANTATION CARDIAQUE (TC)

2.1. Histoire des greffes d’organes

L’histoire de la transplantation d’organes est jalonnée d’étapes essentielles, témoignant d’une
intense activité de recherche :

- En 1908, les travaux d’Alexis Carrel jettent les bases de la transplantation en réalisant la
premiére greffe de rein chez I’animal.

- En 1933, la premiére greffe de rein chez ’homme est contemporaine des progres de la
recherche sur le systéme immunitaire et les principes du traitement anti-rejet.

- En 1960, on commence a utiliser de maniére systématique des médicaments anti-rejet ou
immunosuppresseurs.

- En 1967, la réflexion éthique et la définition de la "mort cérébrale™ permettent de surmonter
I’obstacle moral du prélevement d’organe. La premiere greffe cardiaque humaine est réalisée
le 3 décembre de cette méme année en Afrique du Sud par le professeur Christian Barnard.

- En 1968, quelgues mois seulement aprés Christian Barnard, le chirurgien francais Jean-Paul
Cachera réalise la premiere transplantation cardiaque en Europe.

- En 1980, I’utilisation d’un puissant immunosuppresseur, la ciclosporine, fait le succes de la

transplantation dont la pratique, sans étre banalisée, se généralise.

2.2. La transplantation cardiaque

Aujourd’hui, la greffe cardiaque représente un traitement de choix de I’insuffisance cardiaque
terminale. La survie moyenne annuelle des sujets TC est passée de 40% a plus de 80% a 1 an
et a 65% a 5 ans (Hosenpud et al. 1999; John et al. 1999). Cependant, la mise en place d’un
organe a priori normal ne corrige pas totalement incapacités fonctionnelles des sujets greffés.
IIs ont en effet une capacité maximale a I’exercice qui reste limitée a environ 60% de celle de
sujets contrdles sédentaires appariés et qui retentit sur leur qualité de vie (Braith & Edwards

2000). Longtemps mis sur le seul compte de la dénervation cardiaque induite par 1’opération
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(Pope SE 1980), ce handicap est progressivement apparu d’origine plus complexe, combinant
des anomalies centrales des échanges et du transport de ’oxygeéne, et les anomalies
périphériques microvasculaires et/ou musculaires (Braith & Edwards 2000). Ces mécanismes
restent encore mal connus. Pourtant ce handicap est, au moins partiellement, accessible a des

actions thérapeutiques, notamment au réentrainement (Braith 1998).

2.3. Le handicap physique du TC

L’ensemble des auteurs s’accorde sur une limitation de la capacité aérobie maximale des
sujets TC se situant entre 50 et 65% de la capacité normale de sujets sédentaires appariés.
Cette capacité évolue au cours des mois suivant la transplantation, avec une puissance
maximale tolérée plus importante a un an (ou elle se stabilise) qu’a trois mois (Labovitz et al.
1989; Quigg et al. 1989; Rudas et al. 1992; Mandak et al. 1995). Au-dela d’un an, aucune
modification de la capacité aérobie maximale n’est observée sans réentrainement jusqu’a
quatre et cinq ans apres 1’opération, malgré la réduction associée des doses de ciclosporine.
Des travaux de notre équipe (Mettauer et al. 1991; Geny et al. 1996; Lampert et al. 1996b;
Lampert et al. 1996¢; Mettauer et al. 1996; Mettauer et al. 2000) ont déterminé cette capacité
a I’exercice de sujets TC et montrent un pic de VO2 limité a 67% de celui des sujets
sédentaires sains. Ces études montrent également que le seuil ventilatoire ou le seuil lactate
apparait précocement chez le greffé¢ cardiaque. Ceci témoigne d’un niveau important de
désentrainement chez ces sujets et d’un recours précoce aux mécanismes glycolytiques de
production d’énergie.

Cependant, dans de rares cas de sujets TC trés entrainés, des performances sportives
remarquables ont été rapportées apreés transplantation cardiaque (Richard et al. 1999), avec un
pic de VO2 atteignant, voir dépassant, les valeurs prédites pour des sujets sains sédentaires
(Kao et al. 1994).

Le remplacement du cceur défaillant par un greffon fonctionnellement satisfaisant
n’entraine pas un retour a la normale de la capacité a I’exercice. Cette derniére reste
limitée & environ 60-65% de celle d’un sujet sédentaire sain apparié, avec des conséquences
sur leur qualité de vie. Parmi les hypothéses avancées pour expliquer I’origine de cette
limitation physique, on peut citer:

- la persistance des anomalies musculaires de l’insuffisance cardiaque sévere,

- la dénervation cardiaque initiale et une réinnervation fonctionnelle incertaine,

- latoxicité potentielle du traitement immunosuppresseur.
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2.4. Altérations centrales : dénervation et reinnervation cardiaque

2.4.1. Réinnervation du cceur transplanté

La transplantation cardiaque orthotopique a posé le probleme de la dénervation chirurgicale
du cceur et par conséquent le probléeme de I’absence totale, du moins pendant les premiers
temps suivant la greffe, du contréle nerveux de I’activité cardiaque. La question d’une
éventuelle réinnervation au cours du temps chez I’homme, a suscité un intérét considérable de
la part des cliniciens et des physiologistes en raison des observations faites chez I’animal. En
effet, dans la majorité des modeéles animaux, une réinnervation anatomique fonctionnelle a été
mise en évidence entre le troisieme et le douziéeme mois apres transplantation (Kontos et al.
1970; Kaye et al. 1977). Chez I’homme, 1’évidence d’une réinnervation cardiaque est plus
équivoque. Cependant, plusieurs études ont évoqué la possibilité d’une réinnervation
cardiague (Schwaiger et al. 1991; Wilson et al. 1991; Wilson et al. 1993b; Guertner et al.
1995) ; (Bernardi et al. 1995), mais sans répercussion positive sur la capacité a 1’exercice
(Mandak et al. 1995). Si pour plus de 50% des patients, I’existence d’une réinnervation
orthosympathique parcellaire ne fait plus de doute, notamment au niveau de la base du ceeur a
distance du nceud sinusal du greffon (Schwaiger et al. 1991; Wilson et al. 1991), la question
de la signification fonctionnelle de cette réinnervation reste également controversée (Mancini
1997; Braith & Edwards 2000). Chez le transplanté cardiaque a plus de deux ans de greffe,
une réponse sinusale a la stimulation sympathique a été rapportée (Wilson et al. 1993b;
Bernardi et al. 1995).

2.4.2. Physiologie du cceur transplanté

a) La mesure du débit cardiaque

Le débit cardiaque de repos des sujets TC a généralement été rapporté comme étant normal
(Pflugfelder et al. 1987; Kavanagh et al. 1988; Mettauer et al. 1991; Kao et al. 1994; Geny et
al. 1996; Mettauer et al. 1996). Cette normalisation est obtenu grace a une fréguence
cardiaque relativement ¢élevée, proche de la fréquence de décharge intrinseque du nceud
sinusal, et d’un volume d’éjection systolique abaissé (Cohen-Solal et al. 1994), en raison de
I’altération de la fonction diastolique (Paulus et al. 1992; Kao et al. 1994).

A Teffort maximal, le débit cardiaque apparait 20 a 50% inférieur a celui habituellement
observé chez des sujets sédentaires normaux (Pflugfelder et al. 1987; Pflugfelder et al. 1988;
Rudas et al. 1990; Rudas et al. 1992; Kao et al. 1994; Braith & Edwards 2000). Sa valeur
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répond cependant a celle de la charge maximale ou du pic de VO correspondant.
Initialement, la plupart des auteurs attribuaient a ce débit cardiaque maximal réduit, le
principal role limitant dans la capacité a I’exercice des sujets TC (Savin et al. 1980; Cohen-
Solal et al. 1994), notamment en raison de 1’incompétence chronotrope a 1’exercice (Gullestad
et al. 1996). Cependant le caractere limitant du débit cardiaque pour la capacité a I’exercice
est actuellement discuté. En effet, des fréquences maximales avoisinant la fréquence
maximale théorique ont pu étre enregistrées, soit apres un entrainement (Kavanagh et al.
1988; Richard et al. 1999), soit lors de pratiques sportives (Richard et al. 1999).

Malgré la dysfonction diastolique ventriculaire du greffon (Cohen-Solal et al. 1994),
I’ensemble des auteurs s’accorde a attribuer un réle important au mécanisme de Franck-
Starling pour expliquer 1’augmentation du débit cardiaque a I’effort (Mettauer et al. 1991;
Geny et al. 1996; Mettauer et al. 1996; Braith & Edwards 2000).

b) La fonction chronotrope

La fonction chronotrope qui échappe au contréle nerveux, a été abondamment étudiée apres
transplantation cardiaque. Au repos le rythme cardiaque est plus rapide et se rapproche de la
fréquence propre du nceud sinusal, car le cceur dénervé n’est plus soumis au tonus vagal
freinateur (Savin et al. 1980; Quigg et al. 1989; Mandak et al. 1995). A I’effort, la fréquence
cardiaque augmente mais de facon retardée (Pope SE 1980) pour atteindre une fréquence
maximale qui reste cependant inférieure a celle du sujet sain (Savin et al. 1980; Kavanagh et
al. 1988; Bussieres et al. 1995). La réponse chronotrope semble provoquée initialement par
une stimulation mécanique du pacemaker sinusal, résultant de la distension initiale de la paroi
auriculaire due a I’augmentation du retour veineux (Bernardi et al. 1989). Puis le pacemaker
réagit aux catécholamines circulantes avec une augmentation de la fréquence cardiaque
proportionnelle a la concentration sanguine de noradrénaline (Pope SE 1980; Degre et al.
1987; Quigg et al. 1989; Perini et al. 1993), elle-méme dépendante de la masse musculaire
mise en jeu par ’effort (Savard et al. 1989). Cette fréquence cardiaque maximale augmente
avec les mois suivant la transplantation (Mandak et al. 1995; Mercier et al. 1996) et avec
I’entrainement (Kavanagh et al. 1988; Keteyian et al. 1991).

La fonction chronotrope reste sous contrdle neurohormonal. Au repos, 1’administration d’un
B-bloquant diminue la fréquence cardiaque (Bexton et al. 1983; Leenen 1995). La densité des
récepteurs f adrénergiques qui transmettent a la cellule le stimulus catécholamine n’augmente

pas apres la dénervation cardiaque chez I’lhomme (Zerkowski et al. 1991), contrairement a ce
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qui a été observé chez le chien (Vatner et al. 1985). Au niveau des protéines impliquées dans
la transmission du signal adrénergique, une diminution de la transcription de la protéine G
activatrice a été mise en évidence. A 1’arrét de I’effort, la fréquence cardiaque ne diminue pas
immédiatement ou continue méme d’augmenter pendant une a deux minutes (Labovitz et al.
1989), contrairement au sujet normal. Par la suite, la diminution de la fréquence semble plut6t

linéaire (Savin et al. 1980) et sa cinétique de décroissance est significativement prolongée.

2.5. Altérations périphériques : Le muscle squelettique du TC

Les altérations musculaires des patients IC, précédemment décrites, ne semblent pas
restaurées apres la transplantation cardiaque. De plus, le traitement immunosuppresseur,
particulierement la ciclosporine, pourrait jouer un réle important dans cette altération
périphérique et ainsi contribuer a maintenir le handicap physique observé chez les sujets TC
(Braith & Edwards 2000).

2.5.1. L’ultrastructure et le métabolisme du muscle squelettique du TC

Une augmentation précoce de la lactatémie (Mettauer et al. 1996; Schaufelberger et al. 2001)
et une diminution de la différence artérioveineuse en oxygene (Bussieres et al. 1995; Kao et
al. 1995; Mettauer et al. 1996), ont suggéré 1’existence d’une insuffisance métabolique dans le
muscle squelettique du transplanté cardiaque. Stratton et collaborateurs ont montré, par RMN
au phosphore 31, un rapport PCr/(PCr+Pi) diminué, une vitesse de resynthése de la PCr
réduite, et un pH réduit, dans la période postopératoire précoce (Stratton et al. 1994). Ceci
reflete, comme chez le patient IC, une sollicitation précoce du métabolisme glycolytique et
une diminution du processus de la phosphorylation oxydative Toutefois, ces modifications
s’améliorent avec le temps mais restent limitées par rapport aux sujets sains (Stratton et al.
1994). D’autre part, une diminution de 1’activité de la citrate synthase a été montrée par
Schaufelberger et collégues (Schaufelberger et al. 2001), ce qui suggére une diminution du
métabolisme oxydatif.

Des travaux de notre équipe ont analysé en microscopie €électronique quantitative (Lampert et
al. 1996b), des échantillons de muscle Vaste Externe chez des sujets TC stabilisés (plus de six
mois aprés la greffe). Nous avons montré que : 1) la densité volumeétrique mitochondriale des
transplantés est similaire a celle des sujets sains sedentaires, 2) la capillarité, en terme de
densité capillaire et de rapport capillaires/ fibre, est diminuée chez les transplantés, 3) la
densité volumétrique des mitochondries n’est pas corrélée a la VO2 pic chez les transplantés,

contrairement a ce qui est observé chez les sujets sains témoins, 4) la relation entre la densité
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mitochondriale et la densité capillaire est conservée chez les transplantés, mais elle est
déplacée vers des valeurs plus basses de capillarité. Une autre étude plus récente a également
confirmé la persistance des anomalies de la capillarité du muscle squelettique de ces sujets TC
(Schaufelberger et al. 2001).

2.5.2. La circulation périphérique

En plus de la diminution de la capillarité, la capacité vasodilatatrice significativement altéree
chez les patients IC, n’est également pas restaurée apres transplantation cardiaque. On
observe plut6ét une augmentation de la résistance vasculaire périphérique (Braith & Edwards
2000). La vasodilatation endothélium-indépendante (sensible aux donneurs de NO) est bien
préservée chez les sujets TC, ce qui indique que la réduction de la capacité vasodilatatrice
résulte d’un défaut de synthése ou de disponibilité de NO, plutét que d’une altération propre
du muscle lisse vasculaire (Andreassen et al. 1998a; Andreassen et al. 1998b). Les
mécanismes a 1’origine de 1’altération de la synthése du NO ou de sa disponibilité sont encore
mal connus mais les atteintes endothéliales provoquées par CsA ont été désignées comme les
principales causes (Hornig et al. 1996). De plus, la CsA affecte également 1’équilibre des
autres agents vasoactifs, en empéchant la production endothéliale de la prostacycline, un
puissant vasodilatateur, et en stimulant la production d’endothéline, un puissant
vasoconstricteur (Drexler 1997; Hambrecht et al. 1998). Deux études ont rapporté que la
capacité vasodilatatrice des sujets TC est significativement corrélée a leur capacité a
I’exercice. Andreassen (Andreassen et al. 1998b) a démontré que les réponses vasodilatatrices
a I’acétylcholine dans les membres supérieurs (réponses endothélium-dépendante) étaient
significativement corrélées a la VO2max de ces sujets TC, mais pas chez les sujets sains
contrdles. Ceci suggere que 1’altération de la production de NO endothéliale, observée chez
ces sujets, contribue a leur incapacité a 1’exercice (Andreassen et al. 1998b). Bussieres et
collaborateurs (Bussieres et al. 1995) ont rapporté chez les TC, des corrélations significatives
entre la diminution du pic de VO2 et la résistance vasculaire périphérique a I’exercice

maximal d’une part, et la différence artérioveineuse d’autre part (Braith & Edwards 2000).

2.5.3. Les propriétés mécaniques du muscle squelettique du sujet TC

Comme nous I’avons déja souligné dans une section précédente, les sujets TC presentent une
VO, pic diminuée par rapport a celle de sujet sains contréles appariés en age. Les mécanismes
suspectés d’€tre a 1’origine de cette atténuation sont:

- la diminution de I’index cardiaque au maximum de I’effort,
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- ladiminution de la capacité oxydative du muscle périphérique,

- Daltération de la capacité de diffusion pulmonaire.

Cependant, il faut signaler la participation de 1’atrophie et de la fatigue musculaire, qui sont
des déterminants particuliérement importants dans la mesure de la capacité a I’exercice de ces
sujets. En effet, la faiblesse musculaire peut entraver la mesure de la VO3 pic, du fait que les
tests d’effort réalisés sur ergocycle et sur tapis roulant, sont des tests qui sollicitent une forte
participation de la musculature des jambes. Dans le cas des sujets TC, une douleur, une
faiblesse et une fatigue musculaire des membres inférieurs ont fréquemment été rapportés au
cours de tests d’effort ou d’activités physiques quotidiennes (Savin et al. 1980; Mercier et al.
1996). La mesure de la force musculaire développée au cours d’un test d’extension du genou
(quadriceps) chez des sujets TC, a montré des valeurs qui ne représentent que 60 a 70% de
celles de sujets sédentaires sains appariés en age, mais qui sont plutét identiques a celles de
sujets désentrainés et sédentaires agés de 70 a 79 ans (Braith et al. 1993). De plus, il a été
montré dans la méme étude que cette force musculaire est étroitement corrélée a la VO3 pic,
avec un coefficient plus important chez les sujets TC (r=0.90) que chez les sujets sains
contrdles (r=0.65). D’autre part, Shaufelberger et collaborateurs ont également montré cette
diminution de la force musculaire qui persiste plusieurs mois aprés la transplantation
(Schaufelberger et al. 2001). Ces données montrent que chez les sujets normaux, la VO2max
est plut6t limitée par la fonction cardiovasculaire, contrairement aux sujets TC chez lesquels
I’atrophie et la faiblesse musculaire, probablement induites par les immunosuppresseurs,
pourraient représenter le premier facteur limitant de la capacité aérobie et de la performance
physique (Braith & Edwards 2000).

Les données actuelles des études réalisées chez le sujet transplanté cardiaque suggerent que
les propriétés métabolique et contractile du muscle squelettique ne soient pas normalisées
méme apres restauration de la plupart des parameétres hémodynamiques, et demeurent
anormales longtemps apres transplantation (tableau 3). Cependant, la densité
mitochondriale est similaire a celle du sujet normal. Toutefois, on ne peut conclure quant a
la fonctionnalité de ces mitochondries musculaires, déja préservée dans l’insuffisance

cardiaque terminale (Mettauer et al., 2001).
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Tableau 3 : Altérations musculaires du sujet transplanté cardiaque

Marqueurs Effets | normalisation Références
Surface de Type l et lla i < Bussieres et al 1997
section des Type llIb ) < Bussiéeres et al 1997
fibres

Fibres type Il i < Bussieres et al 1997
Protéines Type lIb = > Schaufelberger et al 2001
contractiles Type | = = Schaufelberger et al 2001
Type lla, llc = = Schaufelberger et al 2001

Capillaires/fibre U < Lampert et al 1996

Densité capillaire U < Lampert et al 1996

Capillarisation Capillaires/fibre U < Bussieres et al 1997
Capillaires/fibre U < Schaufelberger et al 2001
Densité capillaire ) < Schaufelberger et al 2001

PCr/(PCr+Pi) i > Stratton et al 1994

Synthése PCr U < Stratton et al 1994

CS, HADH i < Bussiéres et al 1997

Mitochondries V. mitochondrial = = Lampert et al 1996
CS U < Schaufelberger et al 2001
HADH - = Schaufelberger et al 2001

Vmax 0 = Stratton et al 1994

PFK i Bussiéres et al 1997

Glycolyse

Lactate, LDH

Schaufelberger et al 2001

B. LES TRAITEMENTS IMMUNOSUPPRESSEURS

1. LES IMMUNOSUPPRESSEURS
Apres la transplantation d’organes, la reconnaissance des cellules allogéniques du donneur par

les lymphocytes du receveur aboutit a la réaction de rejet. Lors de la différenciation cellulaire

et de ’expansion clonale induites par I’antigene, les cellules T inducteurs/auxiliaires sécrétent

différentes cytokines, notamment I’interleukine 2 (IL-2), nécessaires a 1’amplification de la

réponse immune et a la prolifération des cellules T et B effectrices du rejet. Les traitements

immunosuppresseurs ont pour but d’inhiber cette réaction et chaque agent utilisé¢ peut avoir

une action prédominante, sinon sélective, sur ’'une des étapes de la réponse immune. Nous

nous limiterons dans cette étude a la ciclosporine (chef de file des immunosuppresseurs), son

mode d’action immunosuppresseur, et aux arguments en faveur ou non de sa toxicité

musculaire.

1.1. La ciclosporine

1.1.1. Structure et activité
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La ciclosporine A (CsA) est un polypeptide cyclique, d’origine fongique (Tolyplocadium
inflatum gams), et doué d’une activité immunosuppressive découverte par Borel en 1976
(Borel et al. 1994). Elle est composée de onze acides aminés dont un est unique, avec un
poids moléculaire total de 1203 Da (voir figure 1). Au niveau de ses propriétés physiques, la
CsA est insoluble dans I’eau (hydrophobe) mais soluble dans I’huile (lipophile) et dans
I’alcool. Cette propriété lipophile facilite son passage a travers les membranes cellulaires, ce
qui lui permet d’atteindre et de se lier a son récepteur cytosolique. Le récepteur de la CsA est
une protéine cytosolique ubiquitaire de 17-kDa appelée cyclophiline, premier membre de la
famille des immunophilines dont 1’activité peptidyl-prolyl cis-trans isomérase est inhibée par
la fixation de la CsA. L’introduction depuis 1983 de la CsA dans le domaine de la
transplantation d’organes, en tant qu’agent immunosuppresseur, a considérablement amélioré
la survie des organes transplantés. Son application clinique s’est par le suite étendue au
traitement d’un certain nombre d’affections auto-immunes telles que le psoriasis, la
polyarthrite rhumatoide et le syndrome néphrotique. Outre ce succes thérapeutique, la CsA a
largement été utilisée comme outil pharmacologique en recherche fondamentale, par exemple

pour étudier les voies de transduction de certains signaux cellulaires.

1.1.2. Mécanismes d’actions des immunosuppresseurs

L’effet immunosuppresseur de cette molécule est liée a sa capacité a bloquer de fagon
sélective, a un stade précoce, I’activation des lymphocytes T auxiliaires (“helpers”). La CsA

agit donc principalement sur la réponse immunitaire a médiation cellulaire.

a) action sur la voie de signalisation calcineurine/ NFAT

Il a été montré que le complexe CsA-cyclophiline inhibe I’activité phosphatase de la
calcineurine des cellules T (voir figure 2). La calcineurine appartient a la superfamille des
phosphatases de protéines renfermant un sérine/thréonine et son activité est étroitement
régulée par la calcium-calmoduline (Klee et al. 1988; Shenolikar 1994). Elle est formée de
deux sous-unités codées par deux génes différents, une sous-unité catalytique (calcineurine A,
CnA) et une sous-unité régulatrice (calcineurine B, CnB). Il existe deux isoformes de la CnA,
la CnAa, qui est I’isoforme majoritairement exprimée dans les cellules T (Zhang et al. 1996),
et la CnAp. La liaison des récepteurs des cellules T (RCT) avec leurs ligands va induire une
¢lévation intracellulaire de la concentration de calcium qui va entrainer 1’activation de la
calmoduline. La calmoduline active va ensuite interagir avec la CnA pour libérer son site

inhibiteur de son site actif, conduisant a 1’activation de son activité phosphatase. Le complexe
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CsA-cyclophiline se lie directement a la CnA et inhibe son activité phosphatase. La
calcineurine active déphosphoryle les facteurs de transcription de la famille NFAT, ce qui leur
permet de se transloquer dans le noyau ou il se fixe & I’ADN sur une séquence NRE (NFAT
Response Element) correspondant a son site de liaison, pour activer 1’expression des génes
(Flanagan et al. 1991; Timmerman et al. 1996). Ce sont les isoformes NFAT1, NFAT2, et
NFAT4 qui sont impliqués dans D’activation de la transcription des génes codant pour
certaines cytokines telles que D’interleukine-2 (IL-2) et I’interleukine-4 (IL-4). IL-2 est
produite exclusivement par les cellules T “helpers” actives et elle permet notamment : 1)
I’expansion des lymphocytes T actives (précurseurs des lymphocytes cytotoxiques); 2) la
prolifération et la différenciation des lymphocytes B; 3) I’augmentation de la capacité
cytotoxique des lymphocytes Teytotoxiques €t des monocytes. Par ailleurs, la CsA agit aussi, mais
a un degré moindre, sur la réponse immunitaire & médiation humorale en inhibant la formation
d’anticorps (IgM, 1gG), en réponse aux antigenes thymo-dépendant, mais elle n’influence pas,
ou peu, la production d’anticorps contre les antigénes thymo-indépendants. Toutefois, la CSA
est dépourvue d’effet sur I’hématopoicse, la phagocytose et les cellules tumorales. Outre
I’avantage de n’atteindre qu’une catégorie de cellules immunocompétentes, le blocage de la
production d’IL-2 est réversible. Ainsi, la suspension du traitement immunosuppresseur par la

CsA peut déclencher une réaction de rejet du greffon ou la reprise de la maladie initiale.

En empéchant la déphosphorylation des facteurs NFAT par la calcineurine (figure 2), la
ciclosporine inhibe leur translocation dans le noyau et par conséquent, I’activation de leurs
génes dans les cellules T actives. L’inhibition de la voie de la calcineurine/NFAT est sans

contexte I’un des mécanismes de I’immunosuppression médiée par la CsA.
b) Action sur la voie de signalisation JNK/ p38

I’activation de la transcription des génes de IL-2 nécessite une interaction coopeérative de
plusieurs facteurs de transcription tels que AP-1, NF-kB et NFAT (Crabtree 1989; Matsuda &
Koyasu 2000). Il a été montré que la CsA affecte les activités de AP-1 et NF-kB, en plus de
NFAT, ce qui implique la présence d’autre(s) cibles(s) de la CsA, tout comme la voie de la
calcineurine/NFAT (Mattila et al. 1990; Rincon & Flavell 1994). Il a également été montrée
que la CsA pouvait inhiber une réponse antigene-spécifique et calcium-indépendante
(Metcalfe et al. 1994). En effet, des études récentes ont pu démontrer que la CsA, en plus de

la voie de la calcineurine/NFAT, inhibait a la fois les voies de signalisation de JNK et p38 (Su
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& Karin 1996). Par ailleurs, il a été montré que JNK et p38 sont tous deux actives lorsque les
réponses des cellules T sont déclenchées par 1’intermédiaire des RCTs et des récepteurs CD28
et que ces voies sont sensibles a la CsA (Su et al. 1994; Matsuda et al. 1998). L’existence des
deux voies de signalisation cibles de la CsA (calcineurine et JNK/p38) dans les cellules T,

pourrait expliquer la grande spécificité des effets immunosuppresseurs de la CsA.

1.1.3. Arguments en faveur d’une toxicité musculaire de la ciclosporine A

a) Le muscle squelettique

Aprés les premiéres descriptions de Goy et collaborateurs (Goy et al. 1989), plusieurs auteurs
ont rapporté I’apparition de myopathies chez des patients sous ciclosporine (Fernandez-Sola
et al. 1990; Arellano & Krupp 1991). Fernandez-Sola et collaborateurs (1990) décrivent une
atrophie des fibres de type Il, des zones de nécroses segmentaires, une segmentation des
myofibrilles, des depdts glycogéniques et des mitochondries anormales chez des patients sous
ciclosporine (Fernandez-Sola et al. 1990). Biring et collegues ont montré chez le rat que la
ciclosporine induit une altération du profil métabolique, avec des diminutions de 1’activité de
certains enzymes oxydatifs comme la succinate déshydrogénase (SDH), et de la capillarité. Le
profil contractile en terme de proportion, de surface de section et de contenu en chaine lourde
de myosine des fibres musculaire squelettique, n’était pas modifi¢ (Biring et al. 1998).
Récemment, Bigard et collaborateurs ont étudié les effets propres de la molécule active de
ciclosporine (CsA per se) et de son excipient sur la phénotype musculaire de rat (Bigard et al.
2000). Au niveau du phénotype contractile, ils ont observé dans le soléaire d’animaux traités
par la ciclosporine, une diminution de la proportion des myosines lourdes de type 1 (MHC-1)
et une augmentation de la proportion de myosine lourdes de type 2A (MHC-2A),
contrairement au muscle plantaris qui ne présente aucun changement d’isoforme de MHC. La
typologie des fibres confirme cette tendance dans le soléaire des animaux traités a la
ciclosporine, avec une diminution des fibres de type | et une augmentation des fibres de type
I1A. Ces mémes modifications sont également retrouvées pour les isoformes de SERCA
(SERCA1 I’isoforme rapide et SERCAZ2a I’isoforme lente). De plus, de fortes corrélations ont
été observées entre les pourcentages de fibres exprimant MHC-1 et celui des fibres exprimant
SERCA 2a, de méme qu’entre MHC-2A et SERCAL. Ces résultats semblent indiquer une
corégulation de I’expression de ces deux familles de protéines de la calcineurine et suggérent
que dans les muscles oxydatifs tels que le soléaire, la ciclosporine per se, en inhibant la voie

de la calcineurine, induit une transition vers un phénotype contractile plus rapide. En ce qui
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concerne les propriétés metaboliques de ces muscles, cette étude montre une augmentation de
I’activité de la créatine kinase (CK), de la lactate déshydrogénase (LDH) et de la citrate
synthase (CS), exclusivement dans les muscles lents (soléaire) des animaux traités par la
ciclosporine. Tous ces résultats montrent qu’alors que la ciclosporine per se entraine, dans le
soléaire, une transition vers un phénotype contractile plus rapide, c’est a dire de MHC-1 vers
MHC-2A, les propriétés métaboliques de ce dernier deviennent plus oxydatives. En effet,
chez le rat, les fibres squelettique de type 11A possédent un potentiel oxydatif supérieur a celui
des fibres de type | (Smith et al. 1988). L’excipient de la ciclosporine quant a lui n’a aucun
effet ni sur le phénotype métabolique ni sur le phénotype contractile. Cependant, les effets de
la ciclosporine per se et/ou de son excipient n’ont pas été étudiées sur la fonction

mitochondriale des muscles striés et sur sa régulation.

b) Le muscle cardiaque

La possibilit¢ d’une toxicité cardiaque de la ciclosporine a déja été évoquée devant des
anomalies histologiques du myocarde chez le rat. Des cas de fibroses interstitielles
myocardiques (Karch & Billingham 1985), voir de défaillance cardiaque (Laczkovics et al.
1987) ont été imputés a la ciclosporine. Des études in vitro ont montré que la ciclosporine

augmente le calcium libre cytosolique (Olbrich et al. 1993), au moins partiellement par

inhibition de la Ca**ATPase et par une libération accrue du ca?t sarcoplasmique (Banijamali
et al. 1993). Les effets néfastes de la ciclosporine sur le myocyte pourraient aussi provenir
d’une diminution d’activité de I’adénine nucléotide translocase (Crompton et al. 1992;
Novgorodov et al. 1992). Par contre, la ciclosporine a montré in vitro un effet protecteur lors
de la reperfusion aprés ischémie en inhibant la formation des pores de perméabilité au niveau
de la membrane interne de la mitochondrie(Duchen et al. 1993; Griffiths & Halestrap 1993).
Chez I’homme, la toxicit¢é myocardique éventuelle de la ciclosporine n’a jamais été

spécifiqguement explorée. Pourtant, les données de Paulus et collaborateurs pouvaient

indirectement suggérer la présence d’une diminution de la recapture diastolique du Ca?* par le
réticulum sarcoplasmique(Paulus et al. 1992). Bien que cette diminution ait été imputée par
ces auteurs a la diminution du tonus orthosympathique due a la dénervation, elle pourrait aussi
résulter des perturbations des mouvements calciques intracellulaires provoqués par la
ciclosporine.

D’autre part, une toxicit¢ de la CsA a été suspectée dans le dysfonctionnement du

métabolisme énergétique cardiaque, et dans 1’induction d’une fibrose interstitielle associée a
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une altération des structures mitochondriales du greffon (Crompton et al. 1992; Millane et al.
1994; Jurado et al. 1998).

c) Effets de la ciclosporine sur la mitochondrie

Effets protecteurs

Les mitochondries sont équipées, sur leur membrane interne, d’un pore de transition voltage-
dépendant dont le réle physiologique reste incertain (Bernardi & Petronilli 1996). Il est bien
connu que la ciclosporine et I’ADP jouent un réle inhibiteur sur I’ouverture de ce pore de
transition (Novgorodov et al. 1992; Duchen et al. 1993; Petronilli et al. 1994). Les
conséquences déléteres de 1’ischémie de reperfusion sur la fonction mitochondriale pourraient
étre en partie liées a I’ouverture de ce pore de transition et a la perturbation de I’homéostasie
calcique dans la mitochondrie (Ferrari 1996). Les effets spécifiques de la ciclosporine sur le
pore de transition sont, dans ces conditions, potentiellement bénéfiques pour la survie de la
mitochondrie. Ceci a été démontré expérimentalement sur des cellules cardiaques étudiées in
vitro (Duchen et al. 1993). De méme, les conséquences du stress oxydatif sur la fonction de
mitochondries isolées du tissu hépatique sont minimisées par 1’administration de ciclosporine
(Takeyama et al. 1993). Par ailleurs, en inhibant I’ouverture du pore de transition, la

ciclosporine pourrait empécher le déclenchement des mécanismes apoptotiques.

Effets délétéres

Chez I’homme, il a ét¢ montré que ’administration répétée de CsA avait des effets
“toxiques ” sur la fonction de mitochondries isolées du rein (Lemmi et al. 1990), du foie
(Fournier et al. 1987), du tissu cardiaque (Altschuld et al. 1992). Chez le rat, le traitement par
la CsA altére la consommation maximale d’oxygéne de mitochondries isolées du muscle
squelettique (Hokanson et al. 1995). Les résultats de Mercier, Hokanson et Brooks suggerent
que la diminution du temps d’endurance a 1’exercice, observée chez les animaux traités a la
ciclosporine pourrait étre liée a 1’altération de la fonction des mitochondries du tissu
musculaire(Hokanson et al. 1995; Mercier et al. 1995). Pour ces auteurs, ceci proviendrait
d’une diminution de perméabilité du pore de transition cyclosporine-sensible de la membrane
interne de la mitochondrie (Fournier et al. 1987; Crompton et al. 1992), avec pour

conséquence une diminution du gradient protonique transmembranaire et une accumulation de

Ca®* intramitochondriale (Crompton et al. 1992). Dans leurs études réalisée in situ chez
I’animal, Sanchez et collaborateurs ont également montré un effet délétére de la ciclosporine

(sous sa formulation Sandimmun) sur la régulation par I’ADP, de la fonction mitochondriale
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des muscles striés (cceur, diaphragme et soléaire), avec une forte diminution du Km apparent

pour I’ADP(Sanchez et al. 2000).

1.1.4. Arguments en faveur d’une toxicité du Crémophor EL

Dans presque toutes les études antérieures, la CsA été dissoute dans de 1’huile ou de 1’éthanol,
a cause de ses propriétés hydrophobes. La formulation galénique de la ciclosporine, le
Sandimmun, contient du Crémophor. Ce dernier est un dérivé polyoxyéthyléné¢ d’huile de
ricin, utilisé comme émulsifiant pour dissoudre les composants lipophiliques. Sa toxicité n’est
plus a démontrer car elle a déja largement été décrite dans la littérature:

- néphrotoxicité (Sokol et al. 1990),

- hépatotoxicité (Roman et al. 1989),

- effets hypertensifs (Mehring et al. 1992),

- neurotoxicité (Windebank et al. 1994).

Curieusement, tous ces effets sont les mémes que les effets secondaires attribués a la CsA
affectant principalement le foie et les reins mais aussi le pancréas, le systeme nerveux central,
les os, et les muscles.

Il est donc impératif de déterminer séparément, les effets dus a I’excipient et ceux dus a la
molécule active de CsA elle-méme, ce qui n’a pas toujours été le cas dans ces études. Deux
études de notre équipe ont démontré, in vitro et in vivo, que les effets déléteres de la
ciclosporine sur la fonction mitochondriale des muscles cardiaque et squelettique de rats,
étaient principalement médiés par son excipient, le Crémophor (Sanchez et al. 2000; Sanchez
et al. 2001). Ces travaux ont montré une altération a la fois de la respiration mitochondriale et
de sa régulation par I’ADP, et ont déterminé les sites d’action de 1’excipient au niveau des

complexes de la chaine respiratoire (Sanchez et al. 2001).

Il semble donc que le traitement par la ciclosporine dans les suites de greffe cardiaque
pourrait posséder a la fois des effets bénéfiques sur la survie du tissu en cas d’ischémie-
reperfusion, et des effets déléteres pour la respiration mitochondriale. Toutefois les effets
spécifique de la ciclosporine per se et/ou de son excipient restent a déterminer chez

l’homme.

2. LES TRAITEMENTS ANTIREJET

2.1. Traitement préventif du rejet
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C’est au cours des premiers mois que les crises de rejet sont les plus fréquents et les plus
séveres (Hutter et al. 1990). En conséquence , les protocoles préventifs du rejet consistent a
utiliser différents immunosuppresseurs en traitement associ¢, d’abord a forte dose dans la
période per et postopératoire immédiate, puis a des doses plus faibles, a mesure qu’on

s’¢loigne de le transplantation.

2.1.1. Traitement & court terme
Le traitement & court terme consiste pour de nombreuses équipes, en une triple

immunosuppression comportant glucocorticoides, ciclosporine et azathioprine, associée a une
induction par anticorps polyclonal ou monoclonal, ce qui permet une survie a moyen terme
tres ¢élevée. Les résultats de la littérature concernant [’utilisation des globulines
antilymphocytaires ou de I’OKT3 en postopératoire immédiat sont variables selon les séries.
Pour certains, il n’existerait aucune différence dans les deux cas (Kirklin et al. 1990; Laske et
al. 1992; Menkis et al. 1992), alors que pour d’autres I’OKT3 en immunoprophylaxie serait

moins efficace et plus mal tolérée (Kormos et al. 1990) que les globulines antilymphocytaires.

2.1.2. Traitement a long terme
Le traitement a long terme consiste a maintenir une triple association comportant

azathioprine, corticoides et ciclosporine, dans le but de donner la dose minimale de chaque
médicament afin d’en diminuer les effets secondaires (Hutter et al. 1990). D’autres auteurs
recommandent des faibles doses de ciclosporine et de corticoides, n’utilisant 1’azathioprine
que de fagcon sélective, apres avoir constaté un plus grand pourcentage d’infection avec ce
médicament. A I’inverse, certains préconisent le sevrage complet de corticoides apres le
sixieme mois postgreffe afin de diminuer le pourcentage de dyslipidémie, d’hypertension
artérielle et d’infection (Keogh et al. 1992a; Keogh et al. 1992b), bien que ces effets
secondaires aient été plutét rapportés a des doses cumulatives qu’a de faibles doses
d’entretien (Miller et al. 1992).

2.2. Traitement curatif du rejet
Le traitement des crises de rejet aigu est guidé par une confrontation des données a la fois

cliniques, échocardiographiques et anatomopathologiques. Il est donc adapté a la sévérité du
grade histologique révélé par la biopsie myocardique, mais aussi a I’état hémodynamique et a
’altération de la fonction ventriculaire. Le choix du traitement est aussi fonction du délai
d’apparition du rejet par rapport a la transplantation, et fonction de 1’évolution

immunologique pour un patient donné (McAllister 1990; Miller 1990).
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Le traitement idéal du rejet cardiaque reste mal défini, et en général basé sur les habitudes de
chaque equipe plus que sur des données objectives : toutefois I’attitude commune est de
réserver les agents les plus puissants mais aussi les plus toxiques aux formes les plus séveéres

et les plus réfractaires.

Il. EVALUATION DE LA FONCTION MITOCHONDRIALE DU MUSCLE STRIE
HUMAIN

En occupant environ la moitié du poids du corps, le tissu musculaire, formé par 1’ensemble
des muscles striés (squelettiques et cardiaque) et des muscles lisses, représente le tissu le plus
important de 1’organisme. Parmi ces muscles, les muscles squelettiques ou locomoteurs
forment a eux seuls, environ 40% du poids du corps de ’homme et 32% de celui de la femme.
La principale propriété des muscles est la contraction. Elle leur permet d’assurer des fonctions
aussi essentielles que variées, a savoir, le déplacement de segments corporels pour les muscles
striés squelettiques, la modification des pressions et des volumes et/ou le déplacement de
fluides pour les muscles lisses et le muscle cardiaque. Dans notre étude nous nous
intéresserons particulierement aux muscles striés squelettique et cardiaque. Ces derniers
possédent une organisation structurelle et fonctionnelle trées complexe et précise. Leur
structure treés organisée (voir figure 3), est formée d’un ensemble de faisceaux constitué¢ de
fibres musculaires, elles-mémes composées de myofilaments (ou myofibrilles) organisées en
une succession de sarcomeres limités par les lignes Z. C’est cette organisation qui donne son
aspect strié a la fibre musculaire. Des particularités fonctionnelles importantes du muscle
squelettique ont notamment été observées au niveau des vitesses de contraction, de la force
développée et de la résistance a la fatigue. De plus, ils présentent une plasticité élevée en
réponse aux contraintes environnementales, basée sur le potentiel de la fibre musculaire a
subir des changements dans sa cytoarchitecture et dans sa composition en protéines. Au
nombre de ces facteurs environnementaux susceptibles d'induire ces modifications, on peut
citer l'exercice, et de maniére plus indirecte, certains agents pharmacologiques. Nous
évaluerons dans cette étude, les effets de I'entrainement, de la ciclosporine A (CsA) et/ou de

son excipient, le Crémophor EL, sur le métabolisme de ces fibres musculaires.

A. L'APPAREIL CONTRACTILE
L’appareil contractile est constitué par un ensemble de protéines organisées en des structures

bien définies, les myofilaments, dont I’unité morphologique et fonctionnelle est le sarcomere.
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Le sarcomére est formé par 1’interconnexion des filaments fins d’actine et des filaments épais
de myosine, associés a des protéines de structure et de régulation. La contraction musculaire
résulte du glissement des filaments d’actine et des filaments de myosine les uns par rapport
aux autres, entrainant ainsi un raccourcissement du sarcomere. C'est la répétition de ce
phénomeéne au niveau de I’ensemble des sarcoméres qui est responsable d'un

raccourcissement significatif du muscle.

1. LES FILAMENTS FINS
Outre l'actine, les composants majeurs des filaments fins sont la tropomyosine et le complexe

de troponines qui constituent les régulateurs de la contraction musculaire en variant la

sensibilité au calcium (voir figure 4).

1.1 L'actine
Dans le sarcomére, des monomeres d’actine globulaire (actine G) s’associent en deux brins

filamenteux (actine F) qui s'organisent en une structure hélice o pour former le filament fin. Il
existe deux isoformes d’actine dans le muscle strié: 1’actine a-squelettique et 1’actine a-
cardiaque. Leur expression varie, au cours du développement, selon le tissu et 1’espéce
considéré. Ces deux isoformes différent par la structure de I’extrémité N-terminal les liant a la
myosine. Cependant, I’actine retrouvée dans le muscle lent est identique a celle identifiée

dans les muscles rapides.

1.2 La tropomyosine (TM)
Les tropomyosines sont des protéines dimériques allongées, constituées de sous-unités de

structure a-hélicoidale et disposées dans une orientation parallele. Les filaments de TM sont
liés de fagon steechiométrique a l'actine, aux creux de la double hélice, conférant une rigidité
structurale aux filaments et régulant les interactions actine-myosine (Murray et al. 1982).
Dans le muscle strié, la TM est constituée de deux sous unités o et [ associées en
homodimeres aa et BB ou en hétérodimeéres af. Quatre isoformes, TM-B, TM-afast,
TMaslow et TM4sk ont été caractérisés chez les mammiferes. La proportion relative des
isoformes a et B est plus élevée dans le muscle rapide que dans le muscle lent (Bronson &
Schachat 1982), mais varie également en fonction du muscle rapide considéré. Il n’y a pas
d’isoforme cardiaque de TM car le cceur de mammifere contient principalement I’isoforme
TM-orast et en faible proportion I’isoforme TM-3 dont le contenu chez de nombreuse espéeces
est inversement proportionnel a la fréguence cardiaque et augmente au cours du

développement (Humphreys & Cummins 1984).
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1.3 Le complexe troponine (Tn)
Le complexe de troponines est responsable de la régulation cytoplasmique de la contraction

musculaire. Ce complexe est constitué de 3 protéines : la troponine T, liant la TM aux
complexes des Tn ; la troponine I, inhibant les interactions actine-myosine ; et la troponine C,

contenant le site de fixation du calcium et contrélant la contraction musculaire.

1.3.1. La troponine T (TnT)

C’est une protéine asymétrique qui lie le complexe de troponines, a la tropomyosine et a
I’actine. Trois génes de la troponine T, TnT-f (fast), TnT-s (slow) et TnT-c (cardiaque) ont été
caractérisés (Schiaffino & Reggiani 1996). Chacun de trois genes peut générer une variété
d’isoformes par épissage alternatif. Leur expression présente une spécificité tissulaire et est
régulée au cours du développement. On denombre chez le rat quatre isoformes rapides (TnT-
1f, TnT-2f, TnT-3f et TnT-4f), deux isoformes lentes (TnT-1s, et TnT-2s) et quatre isoformes
cardiaques (TnT-1c, TnT-2c, TnT-3c et TnT-4c). Cette variété des isoformes TnT peut
expliquer les différence de sensibilité des myofilaments pour le calcium, d’activation de la
myosine ATPase et aussi de la coopérativité de I’activation cardiaque, au sein des différents

types musculaires (Gordon et al. 2000).

1.3.2. La troponine | (Tnl)
La troponine I peut se lier a I’actine et inhiber ’activité ATPasique du complexe myosine-

actine. Cette inhibition est plus importante en présence de la TM et devient réversible et
sensible au calcium en présence du complexe intact de Tn. Les muscles striés contiennent
trois isoformes de Tnl (Schiaffino & Reggiani 1996). Les isoformes Tnl-f (fast), Tnl-s (slow)
et Tnl-c (cardiaque) sont respectivement exprimée au niveau du muscle squelettique rapide,
lent et du coeur. Ce dernier exprime également Tnl-s au cours des stades précoces du
développement. C’est la région N-terminale de ces séquences qui présente le plus de
divergence. Une région trés conservée située entre les résidus 105-114 contient toutes les

propriétés inhibitrice des Tnl et interagit avec le TnC.

1.3.3. La troponine C (TnC)

La troponine C appartient a la superfamille des protéines liant le calcium . Deux isoformes,
codées par deux genes distincts ont été caractérisées dans le muscles striés, TnC-f (fast), dans
le muscle squelettique rapide et TnC-sl/c (slow/cardiac), dans le muscle squelettique lent et le
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muscle cardiaque (Schiaffino & Reggiani 1996). L’isoforme TnC-f contient 4 sites de liaison
au calcium : deux sites de basse affinité situés au niveau de 1’extrémité N-terminale (site | et
I1) qui lient le calcium uniquement quand sa concentration intracellulaire augmente apres
libération par le réticulum sarcoplasmique, et deux sites de haute affinité, au niveau de
I’extrémité C-terminale (sites Il et IV), qui sont toujours occupés par le calcium ou le
magnésium de fagon compétitive. L’isoforme TnC-s/c ne posséde qu’un seul des deux sites de
faible affinité, mais qui ne correspondant au site I de I’isoforme TnC-f (Takahashi &
Tonomura 1975).

1.4 Autres protéines associées aux filaments fins
D’autres protéines telles que la tropomoduline, la nébuline (ou son homologue cardiaque, la

nébulette) et la myopalladine sont également associées aux filaments fins et sont impliquées
dans le maintien et la stabilisation de leur longueur. La tropomoduline est associée a la
tropomyosine et a l'actine ; il existe des isoformes spécifiques des muscles squelettiques de
type lent et rapide (Gregorio et al. 1995; McElhinny et al. 2001). La nébuline est une protéine
géante du muscle squelettique (800kDa) et avec son homologue cardiaque, la nébulette
(100kDa), elles interagissent avec la tropomoduline et l'actine (Moncman & Wang 1995;
McElhinny et al. 2001). Elles présentent différentes isoformes contribuant a la diversité des
disques Z (Millevoi et al. 1998). La myopalladine est une nouvelle protéine sarcomérique
(145 kDa) qui est impliquée dans la structure de la ligne Z via I'a-actinine du cytosquelette et

la nébuline ou la nébulette (Bang et al. 2001).

2. LES FILAMENTS EPAIS
Les filaments épais sont composés majoritairement par des molécules de myosine

sarcomérique auxquelles sont associées d’autres protéines telles que la protéine C, la protéine

H, la protéine M, la myomeésine, le filament de titine et la protéine MM-CK.

2.1 La myosine
La myosine sarcomérique appartient a la classe Il des myosines et est constituée de deux

chaines lourdes (MHCs) auxquelles sont attachees deux paires de chaine legeres (MLCs). Les
chaines de MHC s’enroulent I’une autour de 1’autre en hélice o au niveau de leur extrémité C-
terminale pour former la queue de la molécule. Ces deux chaines se separent a leur extrémite
N-terminale et forment des téte globulaires auxquelles se combinent deux chaines légéres
(MLCs), I'une dite alcaline ou essentielle et 1’autre chalne appelée régulatrice ou

phosphorylable. Les MHCs et les MLCs appartiennent a des familles multigéniques et
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comprennent plusieurs isoformes (voir figure 5).

2.1.1 Les chaines lourdes de myosine (MHCs)

Les MHCs sont doués d’une activité ATPasique, localisée au niveau de la téte de la molécule,
qui détermine la vitesse de raccourcissement du muscle in vivo. C’est aussi dans cette région
que s’établisse les liaisons myosine-actine. Deux grandes classes d’isoformes de MHCs
caractérisent les propriétés cinétiques de contraction des cellules musculaires différenciées, a
savoir, les isoformes de type lent (MHC- dans le myocarde, identique a 1’isoforme MHC-1
dans le muscle squelettique) et les isoformes de type rapide (MHC-a pour le myocarde et
MHC-2 pour le muscle squelettique). Les isoformes MHC-emb (embryonnaire) et MHC-neo
(néonatale) caractérisent les muscles squelettiques en développement. Les trois isoformes
rapides, MHC-2A, MHC-2X (ou MHC-2D) et MHC-2B ont été identifié dans le muscle
squelettique de rat et de souris tandis que chez I’homme il n’a été retrouvé que les isoformes
MHC-2A et MHC-2X (Schiaffino & Reggiani 1994; Schiaffino & Reggiani 1996). Le cceur
de rat et de souris de méme que I’oreillette de ’homme expriment 1’isoforme.

MHC-a alors que le ventricule de ce dernier exprime MHC-. Certaines fibres squelettiques
appelées fibres hybrides, co-expriment deux ou plusieurs de ces isoformes. La composition en
MHCs est un bon indicateur du profil contractile du muscle et en particulier de sa vitesse de
contraction. Des différences entre espéces ont été rapportées pour un muscle donné
(Talmadge 2000). En effet , tandis que la majorité des muscles squelettiques sont mixtes chez
I’homme, il existe des muscles de type lent (soléaire), rapide (gastrocnémien) et mixte/rapide
(Ie plantaris). Dans le cceur, les isoformes ventriculaires MHC-a et MHC-f3 s’associent pour
former trois combinaisons possibles d’isomyosine: V1 (MHC-o/MHC-o) V2 (MHC-
o/MHC-B) et V3 (MHC-B/MHC-B). Le profil MHC ventriculaire chez ’homme adulte est
essentiellement de type V3 tandis que celui de petits rongeurs est majoritairement de type V1

(voir tableau 3).
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Tableau 3 : Isoformes des chaines lourdes de la myosine identifiées chez le mammifeére et

leur distribution au sein des différentes fibres musculaires. (Pette & Staron 1990)

Désignation Nomenclature Distribution
] Myotubes, muscles extraoculaires, fibres
Embryonnaire MHCemb ) ) L,
intrafusales, fibres régénérées
) MHCireo Muscles néonataux, muscles extraoculaires, fibres
Néonatale

intrafusales, fibres régénérées
MHC l1Ib Fibres de types 11B, 1IBD, I1AB
MHC lla Fibres de types A, 11AB, IIDA, IC

Rapide MHC I1x Fibres de types IID ou 11X, 1IBD, IIDA
MHCeom Fibres « super-fast » des muscles moteurs de 1’ceil
Fibres musculaires dérivées du premier arc
MHC IIm o L ]
branchial, identifiées chez les primates
MHC lou _
Lente Fibres de types I, IC, 1IC

MHC B cardiaque

Fibres lentes toniques intrafusales, et des muscles
MHC lion )
extraoculaires

2.1.2 Les chaines légeres de myosine (MLCs)
A la téte de chaque chaine lourde de myosine se trouve associée une chaine légére alcaline ou

essentielle (MLC-1) et une chaine légere phosphorylable (MLC-2). Le r6le fonctionnel des
MLCs n’est pas parfaitement défini, mais elles auraient probablement une fonction de
régulation de I’interaction actine-myosine. En effet, la vitesse de contraction des fibres
musculaires ne s'explique pas que par la présence des isoformes des MHCs, mais aussi en
partie par celle des MLCs (Bottinelli et al. 1994). Les MLCs sont codées par une famille de
génes qui permettent la synthése de plusieurs isoformes, lentes et rapides. Les isoformes de
type rapide étant le plus souvent retrouvees au sein des fibres a secousse rapide alors que les
isoformes lentes sont retrouvées au sein des fibres a secousse lente.

Dans les muscles striés, les chaines légéres phosphorylables exercent uniquement un role
modulateur en augmentant la sensibilité au calcium (Sweeney et al. 1993). Deux isoformes

ont été caractérisées au niveau du muscle squelettique, MLC-2s (lent) et MLC-2f (rapide).
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MLC-2s est également exprimée au niveau du ventricule cardiaque alors que 1’oreillette
exprime une forme atriale.

Cing isoformes de MLCs alcalines ont été identifiees au niveau des muscles striés de
mammiferes (Barton & Buckingham 1985). MLC-1f et MLC-3f sont exprimées dans le
muscle squelettique rapide, alors que MLC-1s/v est exprimée dans le muscle squelettique lent
et le cceur. MLC-1sa est exprimée dans les tissus non musculaires. Une cinquiéme isoforme
MLC-1lemb/atrial est exprimée dans les muscles squelettiques en développement ainsi que

dans 1’oreillette.

2.1.3 Les isomyosines
La combinaison de différentes isoformes au sein de la molécule de myosine a partir des deux

paires de MLCs et de la paire de MHCs permet de donner naissance & une grande variété
d’isomyosine, dites « myosine native ». Un grand nombre d’isoformes de la myosine est ainsi
théoriquement envisageable, ce d’autant que les MHCs peuvent étre présentes non pas a 1’état
d’homo- mais d’hétérodimeéres. Seul un nombre restreint de ces isomyosines, parmi toutes les
combinaisons possibles ont été isolé de maniere reproductible : 3 isoformes rapides (Fm1,

Fm2, Fm3), une lente Sm et une intermédiaire Im.

2.2 Les protéines associées a la myosine
Ces protéines sont importantes pour la structure ordonnée du sarcomeére et régulent la

longueur du filament épais. La titine joue un réle dans le maintien de l'alignement des
filaments épais, dans la génération d'une tension passive de l'appareil contractile et pourrait
étre senseur de la longueur cellulaire pour moduler I'activité contractile (Le Guennec et al.
2000). La protéine C qui est phosphorylée lors de stimulation B-adrénergique aurait un réle
dans la régulation de la contraction des muscles cardiaque et squelettiques (Winegrad 2000).
D'autre part, la protéine MM-CK myofibrillaire associée a la bande M joue un réle structural
mais aussi un r6le de transfert d'énergie vers I'ATPase myofibrillaire lequel sera exposé

ultérieurement.

En résumé, il existe une grande diversité des protéines contractiles permettant a la fois une
spécialisation fonctionnelle des muscles et une capacité d’adaptation importante. Chacune
des protéines majeures du sarcomére (myosine, actine, tropomyosine, et troponine)
participe aux interactions permettant au muscle strié de se contracter et de se relaxer . Ces
interactions peuvent étre divisées en deux étapes avec une étape permettant la contraction

et une autre étape controlant cette contraction. L’interaction entre les filaments fins et
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épais de myosine et la contraction musculaire qui s’en suit est contrélée par la
concentration intracellulaire des ions calcium libres . En effet les protéines régulatrices
sont inhibitrice en absence de calcium qui induit la contraction en annulant cet effet
inhibiteur. La fixation du calcium au niveau de la TnC provoque des changements de
conformation des protéines régulatrices, ce qui expose les sites actifs d’actine qui
interagissent alors avec les tétes de myosine. L’entrée du calcium au niveau du cytoplasme
se fait a partir de l’espace extracellulaire via les canaux calciques membranaires voltage-
dépendant ainsi qu’a partir de structures cytoplasmiques spécialisées, le réticulum
sarcoplasmique. A ce stade aussi, on retrouve une grande diversité des protéines et de leur

organisation caractérisant les différents types musculaires.

B. RETICULUM SARCOPLASMIQUE (RS) ET MOUVEMENTS CALCIQUES

1. STRUCTURE ET FONCTION DU RS

Le RS est un réticulum endoplasmique particulier qui forme un réseau de fins tubules
entourant de ses mailles chaque myofibrille tout en étant discontinu. D’un point de vue
structural et fonctionnel, le RS peut étre divise en deux régions qui sont les citernes
subsarcolemmales (RS terminal) et le réseau sarcotubulaire (RS longitudinal). Les citernes
subsarcolemmales viennent au contact du sarcolemme et du systeme de tubules T et
contiennent les canaux calciques sensibles a la ryanodine et a la caféine, responsables du flux
de calcium qui initie la contraction. Les tubules T sont des invaginations de la membrane
cellulaire qui pénétrent a travers les myofilaments aux niveaux des disques Z en formant des
triades. Le réseau sarcotubulaire entoure l’appareil contractile et contient les pompes a
calcium. Ainsi le RS longitudinal assure la fonction de recaptage du calcium autour des
myofilaments via une pompe calcium-ATPase (les protéines Sarco Endo Reticulum Calcium
ATPase, les SERCA) et joue donc un rdle déterminant dans le phénoméne de relaxation.
Ainsi, le RS pourrait étre considéré comme un réservoir dans lequel le calcium est séquestré
grace a une glycoprotéine appelé de ce fait, la calsequestrine. Le muscle squelettique posséde
un RS plus développé que celui du muscle cardiaque. Ce muscle présente des différences, au
niveau du recaptage du calcium , entre les fibres de type lent et rapide. Ces différences sont
essentiellement liées aux différences de surface du RS, a la présence des isoformes de la
pompe a calcium, ainsi qu’au contenu par unité de surface de ces isoformes. Au niveau du
cceur de souris, les oreillettes présentent un RS longitudinal plus développé par rapport au

ventricule (Bossen et al. 1981). D’autre part, les cellules atriales présentent peu ou pas de
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tubules transverses, elles contiennent seulement du RS jonctionnel périphérique lié au
sarcolemme et une proportion plus importante de RS corbulaire, c’est a dire de vésicules de

RS qui ne sont pas en contact avec les tubules T (Jorgensen et al. 1985).

2. LES MOUVEMENTS CALCIQUES

2.1 La libération du calcium

Le couplage excitation-contraction (E-C) est le lien fonctionnel entre la stimulation électrique
de la cellule musculaire et sa contraction. La dépolarisation du sarcolemme et de la membrane
des tubules (T) transverses est détectée par les récepteurs aux dihydropyridines (DHPRS), qui
représentent la majorité des canaux calciques de type L. Des interactions fonctionnelles entre
les DHRPs et les récepteurs a la ryanodine (RyRs) du RS sont a la base d’une libération
rapide et massive de calcium. Le mécanisme d’E-C différe entre les muscles cardiaque et
squelettique. Pour le myocarde, I’augmentation de la concentration calcique intracellulaire
résulte d’un influx de calcium a travers le plasmalemme qui active les RyRs: c’est le
phénomeéne « calcium induced calcium release » ou CICR (Fabiato 1983). Pour les muscles
squelettiques, par contre, c’est le mouvement de charge intramembranaire, lors de la
dépolarisation, qui induit les changements de conformation des DHPRs directement transduit
aux RyRs pour déclencher la libération de calcium par le RS: ce mécanisme est appelé
« voltage activated calcium release » ou VACR. En réalité, il semblerait que ces deux
mécanismes de couplage E-C coopéreraient dans ces deux types de muscles mais avec
toutefois une prédominance de CICR dans le muscle cardiaque et de VACR dans le muscle
squelettique (Lewartowski 2000). Des techniques de microscopie confocale a haute résolution
temporelle et spatiale ont permis de montrer que la vidange du RS dans les muscles cardiaque
et squelettique, sont en fait la sommation spatiale et temporelle de multiples phénomenes
élémentaires qui sont des variations localisée et transitoire de concentration de calcium a
travers quelques RyRs, appelées « spark ». Il existe des événements encore plus petits que les
« sparks », il s’agit des « quarks » qui résulteraient de I’ouverture d’un unique RyR (Niggli
1999).

2.1.1 Les récepteurs-canaux Ca®* : les DHPRs et les RyRs
Les différences de couplage E-C entre les muscles cardiaque et squelettique s’expliquent par

la diversite des isoformes des différents constituants impliqués, de la régulation de I’activité
de ces constituants et de leur organisation spatiale respective. Les DHPRs, complexes de cing

sous-unités protéiques , sont organises en tetrade dans le muscle squelettique et comprennent
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les sou-unités als tandis que dans le muscle cardiaque, ces structures sont moins organisées
et se composent de la sous-unité alc (Wrzosek 2000). La variété des isoformes al est
responsable des parameétres électrophysiologiques caractéristiques des canaux DHPRs
voltage-dépendant et de la capacité d’interaction avec les canaux RyRs.

Les récepteurs a la ryanodine existent sous forme d’homotétrameére et trois isoformes RyRs,
RyR1, RyR2 et RyR3 ont eté identifié chez les mammiferes. L’isoforme RyR1 est exprimé
dans tous les muscles squelettiques et aussi dans le cerveau, RyR2 est spécifique du muscle
cardiaque, et RyR3 est majoritairement exprimé dans le soléaire et absente du muscle rapide
suggérant que cette isoforme est spécifique des fibres de type lent (Otsu et al. 1990; Conti et
al. 1996). RyR1 est électro-mécaniquement couplée a la surface de la membrane, alors que les
autres isoformes sont activées uniquement par des seconds messagers endogénes et
cytoplasmiques, incluant le calcium lui-méme (Shoshan-Barmatz & Ashley 1998). Les RyRs
contiennent un large domaine cytoplasmique et sont associées avec d’autres protéines de
structures ou régulatrices, comme la calmoduline et les immunophilines, qui peuvent avoir

des effets marqués sur la fonction de canal de ces récepteurs.

2.1.2 Le stockage du Ca®** dans la RS
La calséquestrine, localisée dans les citernes terminales du RS, est la principale protéine de

stockage du calcium dans tous les muscles striés. Cette glycoprotéine interagit avec les RyRs,
suggérant un réle dans la modulation de la libération du calcium a partir du RS (Ikemoto et al.
1989). Il existe deux isoformes : I’isoforme cardiaque (calsqcard) €Xprimée dans le myocarde,
et I’isoforme squelettique (calsqsq) exprimeée dans les muscles squelettiques et unique
isoforme dans le muscle rapide tandis que le muscle squelettique lent exprime les deux
isoformes. Ces deux isoformes différent par leur extrémité N-terminale et auraient un réle

modulateur distinct sur la libération du calcium (Yano & Zarain-Herzberg 1994).

2.2 Le repompage du calcium
La baisse de la concentration cytosolique en calcium a un niveau basal est réalisée

essentiellement par le recaptage (ou repompage) du cation par des systémes de stockage
intracellulaires et par I'extrusion du calcium hors de la cellule. Cette extrusion du calcium
hors de la cellule est réalisée par I'échangeur Na*/Ca?* (NCX) et minoritairement par la
calcium ATP-ase du sarcolemme. La participation respective des ces deux systemes dans la
relaxation de la contraction déepend de l'espece et aussi du type de muscle strié de par la
présence d'isoformes spécifiques du myocarde et des muscles squelettiques (Bassani et al.
1994; Fraysse et al. 2001).
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2.2.1 La pompe a Ca** du RS: les protéines SERCA
Les protéines SERCAs représentent plus de 80% des protéines membranaires du RS. Chaque

sous-unité¢ transmembranaire catalytique transporte deux ions calcium par molécule d’ATP
hydrolysé. Dans le cytosol des myocytes, le calcium libre peut atteindre une concentration
allant de 10" M (au repos) a plus de 10° M (lors de la contraction), tandis que la
concentration en calcium dans le lumen du RS peut atteindre 102 M. Les SERCAs ont une
trés haute affinité pour le calcium (Km de 10”7 M), permettant a la pompe de le transporter du
cytosol vers I’intérieur du RS contre le gradient de concentration. L'activité des SERCAS est
régulée de sorte que quand la concentration de calcium libre dans le cytosol devient trop
¢levée, la vitesse de pompage va s’accroitre pour permettre de réduire la concentration de
calcium & moins de 1 puM. Trois génes différents codent pour cing isoformes : SERCA1a,
SERCA1b, SERCA2a, SERCA2b et SERCA3. L’expression de ces protéines varie au cours
du développement et présente une spécificité tissulaire. SERCA 1 est spécifiqgue du muscle
squelettique rapide, et les isoformes SERCAla et SERCAlb correspondent a 1’isoforme
adulte et néonatale respectivement. SERCA2a est spécifique du myocarde, du muscle
squelettique lent et des muscles lisses. SERCA 2b est exprimée dans les tissus non
musculaires et dans les cellules des muscles lisses. SERCA3 est exprimée dans les cellules
endothéliales, et dans des cellules hématopoiétiques et lymphocytaires (Berchtold et al. 2000).
Ces isoformes sont tres différentes d’un point de vue structural et fonctionnel, notamment en
ce qui concerne leur vitesse de repompage. La dépendance au calcium est la méme pour
SERCAla et SERCAZ?a.

Il a été montré que SERCA 2 forme une unité fonctionnelle avec le phospholamban a la fois
dans le cceur et dans le muscle lent. Cette unité fonctionnelle est contrélée par la
phosphorylation/ déphosphorylation du phospholamban (Tada et al. 1978). La forme
déphosphorylée représente un cofacteur inhibant la calcium-ATPase, alors que la forme
phosphorylée augmente la vitesse de recaptage du calcium dans le RS (Tada 1992). Ainsi,
I’augmentation de I’AMPc et donc ’activation de la protéine kinase A (PKA) due a une
stimulation B-adrénergique permet par exemple, de phosphoryler le phospholamban et donc
d’accélérer la relaxation musculaire, notamment dans le myocarde.

Il a été mis en évidence que la régulation de I’expression des SERCAs a lieu en parallele a
celle des MHCs lors des transitions phénotypiques des muscles squelettiques (Schulte et al.
1993). Une étude récente a démontré que la coexpression des isoformes SERCA et MHCs
pouvait étre modulée par la calcineurine, une sérine/thréonine phosphatase

Calcium/calmoduline dépendante (Bigard et al. 2000).

56



2.2.2 La parvalbumine
La parvalbumine est une protéine cytoplasmique soluble a haute affinité calcique, qui est

présente a fortes concentrations dans les muscles squelettiques rapides de vertébrés. Il y a peu
ou pas de parvalbumine dans le muscle squelettique de type lent et dans le myocarde. Cette
protéine agit comme un tampon calcique et participerait a la relaxation du muscle squelettique
rapide en fixant le calcium et en facilitant son transfert a partir des protéines contractile vers
le RS (Heizmann et al. 1982; Berchtold et al. 2000).

En résumé, le mécanisme moléculaire de la contraction commence avec la dépolarisation
de la membrane plasmique et se poursuit avec la fixation du calcium sur la troponine C,
entrainant le glissement des tétes de myosine par rapport aux filaments d’actine et
provoquant ainsi le raccourcissement musculaire. L’activité ATPasique des tétes de
myosine permet I’hydrolyse de I’ATP et donc la libération de I’énergie chimique nécessaire
aux changements physico-chimiques des filaments et entrainant le développement de la
tension et la contraction du muscle strié. Le calcium joue un réle central dans les processus
entrainant la contraction et la relaxation des muscles striés. La concentration
intracellulaire de calcium libre est finement régulée via le RS. Cet organite, en remplissant
a la fois les roles de stockage et de source de calcium, constitue le systtme membranaire le
plus important dans le processus de contraction-relaxation au niveau des muscles
squelettiques et du muscle cardiaque. Le RS assure ces fonction grace aux RyRs et aux
SERCAs. Le flux du calcium via les membranes du RS est régulé différemment selon qu’il
s’agit du muscle cardiaque ou du muscle squelettique rapide. En effet, au niveau du muscle
squelettique rapide ou la contraction répond a la loi du « tout ou rien », la régulation est
assurée en grande partie par le systeme nerveux central, sur les éléments moteurs de la
contraction. Au niveau du muscle cardiaque, d’importants changements dans la
contraction sont causés par des variations de la quantité de calcium se liant a la troponine
C, ce qui explique ’importance de la régulation de la libération du calcium par le RS par
rapport au muscle squelettique rapide. Les sources d’ATP utilisées par les ATPases des
muscles striés varient elles aussi suivant les spécialisations fonctionnelles de chaque type
musculaire. Ainsi, au niveau du muscle squelettique rapide, la synthése de I’ATP est
assurée principalement par les enzymes de la glycolyse anaérobie alors qu’au niveau du
muscle squelettique lent et du muscle cardiaque, le synthése d’ATP est assurée en grande
partie par la phosphorylation oxydative qui a lieu au niveau de structures spécialisées que

sont les mitochondries.
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C. LES VOIES METABOLIQUES DE PRODUCTION D'ENERGIE
La contraction et les autres processus associés, utilise 90% de la dépense énergétique de la

cellule musculaire. La fourniture de cet énergie se fait grace aux principales voies
métaboliques de synthése de ’ATP que sont la glycolyse anaérobie et la phosphorylation
oxydative. La prédominance de 1’une ou I’autre de ces voies est différente en fonction du type
de muscle et de son activité contractile. Schématiquement, le myocarde et le muscle
squelettique lent ont un métabolisme essentiellement oxydatif aérobie alors que le muscle

squelettique rapide a un métabolisme plut6t glycolytique anaérobie.

1. LA GLYCOLYSE ANAEROBIE
La glycolyse anaérobie a lieu dans le cytoplasme (voir figure 6) et son bilan final de

production d’ATP est relativement faible, avec un gain net de seulement 2 ATP :

1 Glucose + 2NAD" + 2ADP + 2 Pi <=> 2 pyruvate + 2NADH + 2H" + 2ATP + 2H,0.

Les enzymes de la glycolyse sont associees a différentes structures cellulaires avec lesquelles
elles forment des « complexes glycolytiques ». Ces derniers sont localisés au niveau du
sarcolemme (ou adjacents au cytosquelette), au niveau du réticulum sarcoplasmique et au
niveau des myofilaments faiblement associés aux filaments fins (Bronstein & Knull 1981).
Cette proximité préférentielle permet de couvrir les besoins en ATP, respectivement, des
canaux ioniques (Weiss & Lamp 1987) et du transport calcique par les protéines SERCA (Xu
et al. 1995; Boehm et al. 2000)( Kai et al., 1995). Cette compartimentation des enzymes est
donc responsable d’une compartimentation de I’ATP aux sites utilisateurs d’énergie.

Le pyruvate et le NADH" vont étre respectivement réduits et oxydés grace a la lactate
déshydrogénase (LDH), pour donner le produit terminal de la glycolyse anaérobie, le lactate,
suivant la réaction :

Pyruvate + NADH + H" < lactate + NAD™.

La LDH est une enzyme tétramérique formeée par I’assemblage de deux types de sous-unités,
H (Heart) et M (Muscle), générant 5 isoformes H4, H3M, H2M2, HM3 et M4. Ces sous-
unités sont plus ou moins inhibées par le pyruvate, la forme H étant la plus sensible a
I’inhibition par le pyruvate et favorisant son oxydation plut6t que sa transformation en lactate.
Dans le muscle, un profil isoenzymatique majoritaire en LDH H refléte un métabolisme de
type oxydatif tandis qu’une majorité en sous-unité M indique une prédominance de la

glycolyse anaérobie.
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Le muscle squelettique représente le principal lieu de la production de lactate. Cette
production est souvent associée a une diminution de I’oxygénation du muscle durant la
contraction, et a I’apparition de la fatigue musculaire. Dans ces conditions, le lactate apparait
comme un déchet métabolique. Cependant, depuis les travaux de Cori (1931), le lactate est
également considéré comme un précurseur de la néoglucogenese et serait une source
importante d’hydrates de carbone pour 1’oxydation et la néoglucogenése au repos et a I’effort

chez I’homme, contredisant la notion de déchet métabolique qui lui était attribuée.
2. LA VOIE AEROBIE ET LES MITOCHONDRIES

En condition aérobie, 1I’oxydation du pyruvate va se poursuivre dans la mitochondrie via les
réactions du cycle de Krebs (ou cycle des acides tricarboxyliques) et de la phosphorylation
oxydative (PHOSPHOX) (figure 7). Le bilan de la production d’ATP devient plus important
puisque 36 molécules sont produites a partir de I’oxydation compléte d’une molécule de
glucose. D’autres substrats mitochondriaux tels que les acides gras, constituent, via la -
oxydation, une importante source énergétique. L’étape ultime de toutes ces réactions

mitochondriales est la réduction de I’oxygene et la production d’ATP.

2.1. Mitochondries. Généralités

La mitochondrie est un organite hautement spécialis¢ dans la fourniture de I’énergie
cellulaire. Il s’agirait d’un organite d’origine bactérienne, devenu I’hote symbiotique des
ancétres des cellules eucaryotes. Elle est semi-autonome car disposant de son propre génome
(ADNmt) et d’un code génétique modifié. Ce génome ne code cependant que pour 10%
environ des protéines mitochondriales totales correspondant a des sous-unités des complexes
I, 111, IV et V de la chaine respiratoire. Les autres protéines nécessaires au fonctionnement de
la mitochondrie et celles permettant le maintien de son génome sont codées par le noyau et
importées par la mitochondrie. Le transport de ces protéines est un processus endergonique
réalisée grace a des protéines chaperonnes a travers des complexes de translocation situés
dans la membrane mitochondriale externe (TOM, Translocase of Outer Membrane) (Schatz
1996; Voos et al. 1999).

Les mitochondries sont également impliquées dans plusieurs autres fonctions cellulaires
vitales telles que 1’homéostasie calcique, la régulation du pH intracellulaire, la synthése
d’hormone stéroides et des hémes, la thermogenése, la nécrose (ou mort cellulaire

accidentelle), et I’apoptose (ou mort cellulaire programmée) (von Harsdorf et al. 1999).
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L’apoptose est déclenchée par de nombreux stimuli tels que les composés ROS (especes
réactives de I’oxygene), les facteurs pro-apoptotiques (capsades, Bax, etc...), ’exceés de
calcium cytosolique et les facteurs qui altérent le transport des électrons de la membrane
mitochondriale interne. Les radicaux libres sont produits au niveau du complexe | et 111 de la
chaine respiratoire sous forme de superoxyde et lorsque la production de ces superoxydes
dépasse les capacités antioxydantes de la cellule, des dommages peuvent apparaitre dans la
cellule au niveau de ses protéines, ses lipides et de son ADN. Les inducteurs de 1’apoptose
induisent 1’ouverture du pore de transition mitochondrial (MTP), complexe multiprotéique,
dont la nature exacte des composants est encore controversée, et dont la conformation
ouvert/fermée peut étre modulée par diverse molécules (Crompton et al. 1992). La porine,
également appelée canal anionique voltage dépendantou VDAC) est située dans la membrane
mitochondriale externe et 1I’ADP/ATP translocase (ou ANT) dans la membrane
mitochondriale interne serait les principales composantes du MTP en association avec
d’autres protéines localisées dans les différents compartiments mitochondriaux. Il s’en suit
une cascade d’éveénements incluant la libération de facteurs pro-apoptotiques tels que le
cytochrome-c et le facteur AIF (Apoptosis Inducible Factor) et 1’activation de capsases

(protéases) d’endonucléases (qui dégradent I’ADN).

2.2. Le réseau mitochondrial

Des observations en microscopie confocale, aprés marquage par des sondes fluorescentes, ont
montré dans divers types cellulaires que les mitochondries sont organisées en réseau
réticulaire ou réseau dynamique et continu, au sein duquel elles entrent constamment en
fusion (ou fission) (Bereiter-Hahn & Voth 1994). Les mécanismes a l’origine de ce
phénomene, la force motrice et la nature des protéines impliquées restent encore mal connus.
Cependant, on sait aujourd’hui que la morphologie du réseau réticulaire mitochondrial et la
structure interne des mitochondries est dépendante de 1’intégrité de I’ADNmt. D’autre part, on
sait aussi que les mitochondries sont ancrées dans la cellule grace a des protéines du
cytosquelette telles que les filaments d’actine et les microtubules, et qu’elles peuvent se
déplacer grace a des « protéines motrices » telles les myosines, la dynéine et la kinésine. Les
mitochondries des muscles cardiaque et squelettiques sont localisées dans la région
subsarcolemmale et la région intermyofibrillaire. Ces deux sous-populations mitochondriales
sont distinctes en terme de capacité respiratoire, de composition protéique et lipidique, de
capacité¢ d’importation des protéines et d’adaptation a des situations physiologiques et

pathologiques. La densité volumétrique des mitochondries sarcolemmales est plus importante
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dans les fibres oxydatives que dans les fibres glycolytiques. Ainsi, dans les muscles oxydatifs,
les mitochondries, incorporées dans des complexes fonctionnels (Kaasik et al. 2001; Saks et
al. 2001; Seppet et al. 2001), seraient réparties au niveau des différents sites d’utilisation de
I’énergie, permettant de faciliter les échanges entre, par exemple, la mitochondrie et le RS

d’une part, et entre la mitochondrie et les myofilaments d’autre part.

2.3. Structure et organisation

La mitochondrie se compose de quatre compartiments majeurs qui different par leur
composition, leurs activités et leur fonction. La membrane externe (Mex:) perméable aux
molécules de poids moléculaire inférieur & 6 kDa délimite la mitochondrie et le cytosol. La
membrane interne (Mint) paralléle a la membrane externe et délimite d’une part avec Mex,
I’espace intermembranaire ou sont localisées diverses protéines, et d’autre part la matrice
mitochondriale contenant I’ADNmt et diverses enzymes de voies métaboliques telles que le

cycle de Krebs, la B-oxydation et le cycle de I’urée (figure 8).

2.3.1. La membrane mitochondriale externe

La membrane mitochondriale externe est une membrane relativement rigide dans laquelle sont
enchassées un nombre important de protéines. Ces protéines forment des pores qui permettent
des échanges entre le cytosol et la mitochondrie, de molécules de petit poids via les porines,
ou la translocation de protéines via les translocases (TOM). La porine est la principale voie
par laquelle transitent les métabolites régulant la respiration mitochondriale (ADP, ATP,
phosphate inorganique, crétine, phosphocréatine, etc...) ; elle pourrait jouer un réle important
dans la régulation de la fonction mitochondriale. Par ailleurs, plusieurs enzymes de diverses
voies métaboliques peuvent étre fortement associées a la Mext (du c6té cytoplasmique) via les
interactions avec la porine. Ainsi, I’hexokinase (HK), la glycérol kinase (GK) et I’acyl-COA
synthase (ACS) peuvent réguler la fonction mitochondriale par I’intermédiaire de VDAC
(Brdiczka & Wallimann 1994). Initialement, la porine avait été décrite comme étant un large
canal (=3nm de diametre) perméable aux molécules non chargées inférieures a 5000 Da
(Mannella 1992), ce qui avait emmené certains auteurs a considérer que la membrane
mitochondriale externe ne constituait pas une barriere lorsque la porine était dans sa
conformation ouverte. Il a cependant, été démontré in vitro que la porine pouvait adopter des
niveaux de conductance différents (Colombini 1989). En présence d’un potentiel

transmembranaire positif ou négatif VDAC adopte in vitro, une configuration fermée. Ces
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variations de conductance pourraient avoir des implications importantes dans le contréle de
I’énergétique cellulaire et la régulation de 1’apoptose (Vander Heiden et al. 2000). Chez les
mammiféres, au moins trois isoformes différentes de VDAC, qui consistent en un unique
polypeptide de 30 kDa organisé en une structure «tonneau P », ont été caractérisées :
VDACL, VDAC2, VDAC3 (Anflous et al. 1998). Ces isoformes présentent des différences de
perméabilité, ce qui suggere qu’elles jouent des roles différents dans la régulation de la
fonction mitochondriale en couplant plus ou moins la demande énergétique cellulaire a la
production d’énergie mitochondriale (Xu et al. 1999). Les propriétés des VDACs ont
généralement été étudiées apres reconstitution dans des bicouches lipidiques artificielles. Leur
sélectivité pour les cations et les anions dépend entre autre du potentiel membranaire et du pH
qui influence la conformation « fermé versus ouvert » du pore (Colombini 1989). Si de
nombreuses études réalisees in vitro et in situ permettent de caractériser les fonctions et la
régulation de VDAC, leurs réles exacts in vivo ne sont pas encore completement élucidés.
Une étude récente qui a montré que ’absence de VDACI altére différemment la fonction
mitochondriale de différents muscles striés, suggeére que cette isoforme est impliquée dans le
transport de I’ADP a travers la Mext (Anflous et al. 2001). La participation de VDAC a
I’apoptose via la libération de facteurs apoptogéniques tels que le cytochrome c, depuis
I’espace intermembranaire vers le cytosol, a été mise en évidence (Shimizu et al. 1999), de
méme que la possibilité pour les protéines pro- et anti-apoptotiques de la famille de bcl-2 de
se lier directement sur VDAC et de moduler son activité. D’autre part, une ¢tude plus récente
suggere que VDAC joue aussi un rdle dans 1’homéostasie calcique mitochondriale, en

contrélant le transport bidirectionnel du calcium au niveau de la Mext (Gincel et al. 2001).

2.3.2. L’espace intermembranaire

Des études réalisees sur des mitochondries de cerveau, de foie et de muscles ont montré que
I’espace intermembranaire contient de nombreuses kinases mitochondriales telles que la
crétine kinase (mi-CK), I’adénylate kinase (AK2) et la nucléotide diphosphate kinase (NDPK)
(Brdiczka & Wallimann 1994). Voir également la section sur les systémes de transfert de

I’énergie.

2.3.3. La membrane mitochondriale interne

La membrane mitochondriale interne contient de nombreux complexes proteiques spécifiques

jouant un réle important dans plusieurs processus liés au fonctionnement de la mitochondrie :
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- Le potentiel membranaire :

La perméabilité de la membrane étant réduite, des transporteurs sélectifs sont nécessaires aux
échanges de protéines, d’ions (Ca?*, K*, Na*, H") et de métabolites, entre la matrice et
I’espace intermembranaire. Cette perméabilité sélective permet de maintenir un gradient de
concentration et un potentiel de membrane, grace a la conversion du potentiel rédox en un
gradient électrochimique de protons (force proton-motrice, Ap), au niveau de la chaine
respiratoire. Ce gradient protonique permet, entre autres, la production d’ATP grace a I’influx
de protons au travers de I’ATP synthase (Figure 7).

- La chaine respiratoire :

La chaine respiratoire est constituée, avec I’ATP synthase, de cinq complexes
multiprotéiques. Ces complexes, ancrés dans la membrane mitochondriale interne, permettent
le maintien du gradient protonique et la formation d’ATP au niveau du complexe V (voir plus
loin au paragraphe 2.4.1).

- L’adénine nucleotide translocase (ANT):

L’ANT est également une protéine enchassée dans la membrane interne. Elle est constituée de
deux sous-unités identiques de 32 kDa avec un site de liaison unique pour I’ATP et I’ADP. Ce
site fait alternativement face a la matrice ou a l’espace intermembranaire. Suivant le
changement de conformation, I’ATP mitochondriale est échangé par I’ADP cytosolique dans
un rapport 1:1. L’ANT est la seule translocase pour les nucléotides, et joue donc un role
capital dans les échanges entre les sites de production et de consommation de I’énergie. Il
existe au moins trois différents genes humains codant pour ’ANT (ANTI1, ANT2, ANT3)
(Cozens et al. 1989; Ku et al. 1990). Les 3 genes ont des structures similaires consistant en
quatre exons de taille identique avec une séquence nucléotidique ayant entre 77 et 79%
d’homologie. Par contre la région 5’ adjacente comporte des €léments du promoteur qui sont
differents (Cozens et al. 1989), ce qui suggere I’existence de mécanismes régulateurs
différents afin de réguler I’expression des trois isoformes en fonction du développement et/ou
du type de métabolisme cellulaire. Doerner et al. ont démontré qu’il y a une tissu-spécificité
d’expression des isoformes de ’ANT qui est fortement reliée au stade de différentiation
cellulaire (Doerner et al. 1997). L’importance de I’ANT1 a été démontrée dans un modéle de
souris knock-out pour I’ANTI1, montrant que ces souris avaient les caractéristiques
biochimiques, histologiques et métaboliques d’une myopathie et d’une cardiopathie
mitochondriale (Graham et al. 1997).

- Les protéines découplantes (UCPs) :

Durant le processus de la PHOSPHOX, une partie de I’énergie contenue dans les substrats est
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perdue sous forme de chaleur. Le couplage entre les phosphorylations et les oxydations est
donc incomplet, majoritairement di & des fuites de protons a travers la membrane
mitochondriale interne : c’est le phénomene de la respiration mitochondriale découplée. Dans
les muscles perfusés de rat, cette respiration représente entre 35 et 50% de la respiration
totale. Une famille de protéines a été identifiée comme étant des protéines découplantes : les
UCPs (uncoupling proteins). Ce sont des transporteurs mitochondriaux enchassés dans la
membrane interne de la mitochondrie. Trois isoformes différentes ont été isolées a ce jour
(UCP1, UCP2 et UCP3). UCPL1 est préférentiellement exprimée dans la graisse brune, et bien
connue pour jouer un réle important dans la thermogenése en découplant la respiration
mitochondriale afin de produire de la chaleur (Klingenberg & Huang 1999). Récemment
I’isoforme UCP-3 a été identifiée et s’exprime majoritairement dans le muscle squelettique
(Boss et al. 1997). On peut se poser la question du role de ces UCPs dans ces muscles. Une
hypothése serait que ce cycle des protons permettrait de diminuer la production des radicaux
libres par une augmentation de 1’oxydation de 1’ubiquinone, et donc minimiserait le stress
oxydatif ainsi que les dégats au niveau de ’ADN (Brand 2000). Récemment, 1’équipe de
Brand a démontré que les superoxydes augmentent la conductance des protons dans la
mitochondrie par un effet sur UCP1, UCP2 et UCP3 puisque cet effet est absent dans les
souris knock-out pour UCP3. Ces résultats confirmeraient donc les hypotheses sur ce réle des
UCPs comme protecteurs contre le stress oxydatif (Echtay et al. 2002).

2.4. La Respiration mitochondriale

2.4.1. La chaine respiratoire

La chaine respiratoire (voir figure 9) est la voie finale de ’oxydation de tous les substrats
énergétiques (sucres et graisses). Elle est composée des complexes NADH-CoQ-réductase
(complexe 1), le succinate-CoQ-réductase (complexe I1), CoQH2 cytochrome c-réductase
(complexe I11), cytochrome ¢ oxydase (complexe IV), et I’ATP synthase (complexe V). Deux
complexes mobiles, 1’ubiquinone et le cytochrome c, assurant un role de navette entre les
complexes I (ou II) et III pour I’'ubiquinone et entre les complexes III et IV pour le
cytochrome c. L’ATP-synthase mitochondriale est constituée d’une partie membranaire (F0),
canal a protons et d’une partie matriciel (F1), qui posseéde 1’activité catalytique d’hydrolyse ou
de synthése de I’ATP selon qu’elle utilise ou géneére le gradient électrochimique de H".

Les molécules de NADH produites par la 3-oxydation et le cycle de Krebs, sont oxydées par

le complexe I de la chaine respiratoire. D’autres composés réduits sont €également oxydés par
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la chaine respiratoire. Le complexe 11 oxyde le succinate produit par le cycle de Krebs et la 3-
oxydation. La chaine des oxydoréductions aboutit finalement a la réduction de I’oxygene
moléculaire en eau par le complexe 1V de la chaine respiratoire et notamment le complexe de
la cytochrome oxydase. Le gradient électrochimique de protons de part et d’autre de la
membrane mitochondriale interne est créé par I’extrusion de protons, vers I’espace
intermembranaire, au niveau des complexes I, Il et IV. Cette extrusion est couplée au
transfert des électrons a travers ces mémes complexes. Ce gradient va permettre de créer une
force proton-motrice utilisée par I’ATP synthase pour la phosphorylation des molécules
d’ADP en ATP (voir figure 7), assurant le couplage de la chaine des oxydoréductions avec la

production d’ATP.

2.4.2. La phosphorylation oxydative (PHOSPHOX) et sa réqgulation

La PHOSPHOX est le principal processus responsable de la production d’énergie sous forme
d’ATP. La demande en ATP d’un muscle n’est pas constante dans le temps et passe
réguliérement par des phases de transition d’un état de repos a un état actif ou la demande en
énergie peut s’accroitre de 10 a 100 fois dans le muscle squelettique (Dudley et al. 1987). Par
conséquent, la PHOSPHOX doit étre « informée » de la demande énergétique afin d’y adapter
sa production. Il se pose donc la question de 1’élucidation du (des) mécanisme(s) permettant
I’activation de la PHOSPHOX. Un certain nombre d’études ont été réalisées, notamment sur
des préparations de mitochondries isolées, mais aucune d’elles n’a permis de comprendre
clairement les mécanismes régulant le métabolisme énergétique (Saks et al. 1995). Il a été
démontré que la concentration cytosolique en ADP ne varie pas avec 1’élévation du travail
musculaire dans le cceur, ce qui implique qu’un simple mécanisme de feedback par I’élévation
de la concentration en ADP cytosolique n’est pas a l'origine de la régulation de la
PHOSPHOX. D’autre part, il existe plusieurs sites potentiel de controle de la PHOSPHOX,
qui se situent globalement a trois niveaux différents : 1) au niveau de la vitesse de délivrance
des équivalents réducteurs a la chaine respiratoire, 2) au niveau de la vitesse de production de
I’ATP a partir de I’ADP et P1i, et 3) au niveau de la formation d’eau a partir de I’oxygene et du
cytochrome aa3 (Balaban 1990). Il a finalement été propose, grace a un modele de régulation
de la PHOSPHOX simulé par ordinateur, que chaque étape de la PHOSPHOX serait

directement activée par des effecteurs externes (Korzeniewski 2001).

a) Les équivalents réducteurs et le calcium
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L’¢énergie nécessaire pour produire I’ATP provient de I’énergie contenue dans les substrats
énergétiques qui vont étre oxydés tout au long des différentes étapes du métabolisme
cellulaire. Cette énergie est ensuite transmise a la chaine respiratoire via le NADH et le
FADH,. L’augmentation de la synthése d’ATP nécessite donc I’augmentation de 1’apport en
équivalent réducteur. Ainsi, cet apport du cytosol a la chaine respiratoire est un site potentiel
de régulation de la PHOSPHOX. Il a été démontré que la concentration en NADH
mitochondrial est un facteur important pour déterminer la vitesse maximale de la
PHOSPHOX dans les conditions physiologiques (Balaban 1990). L’augmentation de la
concentration en NADH pourrait donc étre un moyen d’augmenter la vitesse de la
PHOSPHOX et donc la vitesse de synthése de I’ATP. Le mécanisme qui permet d’augmenter
la vitesse de la PHOSPHOX par I’augmentation des apports en substrats n’est pas clairement
défini, mais pourrait également faire intervenir le potentiel de membrane ou simplement la
cinétique d’augmentation de NADH et de FADH. Il y a une multitude de réactions
enzymatiques, de processus de transfert de I’énergie qui pourraient limiter 1’apport en
équivalents réducteurs. Les réactions enzymatiques du cycle de Krebs ou de la B-oxydation
ainsi que les étapes de transport a travers les membranes mitochondriales sont sous la
dépendance des concentrations en ADP, Pi, ATP, calcium ou magnésium, métabolites
intermédiaires tels que le citrate ou 1’acétyl CoA, ainsi que de I’état redox du NAD, du
potentiel de membrane et du pH. Au niveau du cycle de Krebs, les déshydrogénases sont
généralement désignées comme étant les principales cibles de la régulation du cycle. En effet,
I’activité de certaines de ces enzymes est, in vitro, extrémement sensible au calcium, au
magnésium, a I’ATP, ADP, AMP, au Pi, NADH, NAD", ainsi qu’aux métabolites
intermédiaires du cycle de Krebs. Il semble toutefois que 1’augmentation de la concentration
de calcium dans la matrice mitochondriale joue un roéle crucial dans D’activation des
déshydrogénases, notamment la glycérol 3-phosphate déshydrogénase, le complexe de la
pyruvate déshydrogénase, 1’isocitrate déshydrogénase et 1’oxoglutarate déshydrogénase,
permettant de maintenir ou d’augmenter le rapport NADH/NAD mitochondrial (Denton &
McCormack 1980; Denton & McCormack 1985). De plus, il a été démontre que le calcium
stimulait la production d’ATP en activant directement I’ATP synthase (Territo et al. 2000). Le
calcium est donc un activateur de la production d’ATP et participe au contrdle des flux a
différents niveaux dans la mitochondrie. Il est intéressant de noter que cette activation fait
suite a une augmentation de calcium cytosolique qui va permettre d’activer ’ATPase de la
myosine. Le calcium permet donc de participer au couplage entre la production et la

consommation d’énergie.
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Cependant il reste a démontrer jusqu’a quel niveau I’apport en équivalents réducteurs peut
représenter une étape limitant le processus de la PHOSPHOX dans les muscles squelettiques

et cardiaques.

b) L’ADP et le Pi

Plus récemment, la respiration mitochondriale mesurée in situ, grace a la technique des fibres
musculaires perméabilisées a la saponine (Veksler et al. 1987) a permis de mettre en évidence
que dans le cceur, il existait une barriére de diffusion de I’ADP au niveau de la membrane
externe de la mitochondrie (Saks et al. 1993; Saks et al. 1995; Saks et al. 1996b). Cette
barriére se traduit par une diminution de la perméabilité a I’ADP externe et se caractérise par
un Km apparent pour I’ADP élevé (=300 UM, supérieur a la concentration libre cytosolique de
I’ADP estimé a 30-50 pM). Les mesures faites sur des préparations de mitochondries isolées,
donnent un Km apparent pour I’ADP trés bas (220 uM) (Saks et al. 1991; Saks et al. 1993).
Ceci suggere que I’environnement intracellulaire et les interactions des mitochondries avec le
réseau cytosquelettique et les autres organites tels que les myofilaments et le réticulum
sarcoplasmique sont préservés in situ mais pas in vitro, et participent a la barriere de diffusion
pour ’ADP. Un facteur de nature protéique (facteur X) pourrait étre impliqué dans la
régulation de la perméabilité de cette membrane en interagissant avec la porine et en limitant
le transport de I’ADP vers 1’espace intermembranaire (Saks et al. 1995). D’autres protéines,
telles la desmine et la dystrophine semblent aussi exercer un réle régulateur sur la fonction
mitochondriale des muscles oxydatifs (Kay et al. 1997; Milner et al. 2000). Une étude récente
a montré que I’interaction actine-VDAC constitue un mécanisme par lequel I’actine régulerait
le métabolisme énergétique en modulant les propriétés du VDAC (Xu et al. 2001). La barriére
de diffusion a I’ADP n’est trouvée que dans les muscles oxydatifs et est inexistante dans les
muscles de type glycolytique (Veksler et al. 1995). L’ADP pourrait donc participer a la
régulation de la PHOSPHOX par une simple augmentation de sa concentration cytosolique
dans les muscles glycolytiques, ce qui n’est pas le cas dans les muscles oxydatifs, ou I’entrée
et la sortic de ’ADP et I’ATP sont plus finement régulées. 1l y a donc une tissu-spécificité
mitochondriale de la régulation de la PHOSPHOX. Dans les muscles glycolytiques, la
PHOSPHOX est directement stimulée par 1’augmentation de la concentration en ADP alors
que dans les muscles oxydatifs, elle est dépendante du couplage avec la mi-CK qui va
permettre son activation. Cette barriere de diffusion montre d’une part I’importance des

interactions architecturales dans le fonctionnement des organites intracellulaires (Saks et al.
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1998) et d’autre part la compartimentation fonctionnelle avec la création d’un

microenvironnement au niveau de la mitochondrie (Saks et al. 2001).

¢) Le cytochrome oxydase et [’oxygene

La cytochrome ¢ oxydase (COX), accepteur final d’électrons de la chaine respiratoire (Weibel
et al. 1991), est une enzyme cruciale pour la respiration mitochondriale. Cette enzyme fait
partie du complexe IV de la chaine respiratoire, et permet de catalyser la réaction suivante :
20, + 4H" + 4 e — 2H,0. Cette réaction représente une étape limitante de la vitesse de
PHOSPHOX. Ainsi, il est capital que la pression partielle en oxygéne (pO2) au niveau du
microenvironnement cellulaire satisfasse les conditions cinétiques et thermodynamiques pour
le bon fonctionnement de la PHOSPHOX. Un déficit en oxygéne (hypoxie) a des
conséquences physiologiques et physiopathologiques allant de D’altération des fonctions
aérobies a des dommages ischémiques et a la mort cellulaire. La compréhension du contrdle
de la respiration mitochondriale par I’oxygene est donc d’une importance fondamentale pour
la bioénergétique et la mise en place de thérapeutiques. Lors d’un exercice & VO2max, la pO2
au niveau du cytochrome aa3 est tres faible (<1 kPa) et pourrait expliquer la réduction de la
respiration mitochondriale maximale (Severinghaus 1994; Richardson et al. 1999). Ceci va
dans le sens de la théorie d’une limitation de la VOzmax par I’apport en Oz au muscle. Le
principal site de résistance a la diffusion de 1’02 se situe entre la surface du globule rouge et le
sarcolemme (Honig et al. 1992). Le flux a travers la chaine de transport d’électron dépend de
3 forces relatives: I’oxygene libre, le potentiel redox et 1’état de phosphorylation (Honig et al.
1992). Plus le turnover de la COX augmente et plus il y a un effet positif sur ces 3 forces. A
I’effort, le potentiel redox et I’état de phosphorylation doivent compenser la faible pO2 pour
maintenir un flux en Oz dans la mitochondrie. Un déficit de cette enzyme est connu pour

provoquer un nombre important de pathologies diverses.

d) Les kinases mitochondriales

Les kinases associées a la Mext ou situées dans 1’espace intermembranaire des mitochondries
peuvent réguler la respiration mitochondriale (Brdiczka & Wallimann 1994). Une interaction
de ces kinases avec la porine, au niveau des sites de contact, permettrait que la pore devienne
moins dépendante du potentiel et acquiert une meilleure perméabilité pour les nucléotides
adényliques. Un autre avantage majeur résultant de 1’étroite interaction entre les kinases, la

porine et I’ADP/ATP translocase formant des complexes au niveau des sites de contact, est
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une diminution des distances de diffusion et une canalisation de I’ADP vers la matrice
mitochondriale. De plus de par la diversité de ces kinases, la respiration mitochondriale peut-
étre régulée par différents signaux métaboliques. Ainsi, lorsque dans les conditions basales, la
phosphorylation oxydative génére de 1’énergie nécessaire entre autre pour la synthése du
glycogene et des protéines, la mitochondrie serait activée par des métabolites utilisés dans ces
voies de synthese tels que le glucose, I’'UDP et le GDP par I’intermédiaire de 1’hexokinase
(HK) et de la nucléoside-diphosphate kinase (NDPK) qui sont fonctionnellement couplées a
I’ADP/ATP translocase : elles utilisent ’ATP transloqué par I’ADP/ATP translocase et
génere de I’ADP qui va stimuler la chaine respiratoire. L’adénylate kinase mitochondriale
(AK2) régule aussi la respiration mitochondriale en étant couplé a la translocase et permet la
stimulation de la chaine respiratoire par I’acyl-COA synthase (ACS) activée par des acides
gras. De cette facon la PHOSPHOX peut-étre régulée par différents métabolites activant les
kinases spécifiques des voies métaboliques cellulaires. Ainsi, chaque type cellulaire adapte sa

fonction mitochondriale a ses besoins via ses kinases spécifiques.

La production, le transport et lutilisation de I’énergie sont des processus fondamentaux
qui sont facilitées par des voies métaboliques impliqguant de multiples réactions
enzymatiques qui sont finement régulées. La capacité aérobie d’un muscle est directement
dépendante de la capacité a produire de I’énergie lors du processus de la phosphorylation
oxydative qui se déroule a ’intérieur de la mitochondrie. La mitochondprie est une organelle
composée d’une multitude de complexes protéiques qui sont tous finement régulés en
fonction des besoins et des conditions du milieu cellulaire. La mitochondrie joue un réle clé
dans I’homéostasie cellulaire, non seulement par sa fonction de production d’énergie, mais
aussi par son implication dans les processus de mort cellulaire et d’interactions
fonctionnelles qu’ elle établit avec les différentes structures intracellulaires telles que le
cytosquelette, les myofilaments, la membrane plasmique et le réticulum sarcoplasmique.

Il reste a présent a comprendre comment la voie de signalisation peut se faire entre les sites
d’utilisation de I’énergie et le site de production qu’est la mitochondrie. Nous savons depuis
une dizaine d’années qu’il existe des systéemes permettant d’optimiser efficacité de la
production, du transfert et de utilisation de l’énergie évitant une large fluctuation des

concentrations en substrats et en produits.

2.5. Interactions mitochondriales
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Les mitochondries sont physiquement connectées a d’autres structures subcellulaires via les
interactions entre la Mext, impliquant le plus souvent la porine, et des protéines du réseau

cytosquelettique, du réticulum endo- et sarcoplasmique et des myofilaments.

2.5.1. Mitochondries et cytosquelette

Les mitochondries interagissent avec les trois principales structures cytosquelettiques, les
microtubules, les filaments intermédiaires et les filaments d’actine (Letellier et al. 1994). Ces
connections sont essentielles pour la mobilité et la localisation des mitochondries. De plus, les
contraintes imposées par ces interactions peuvent influencer la morphologie des
mitochondries et probablement aussi le processus de fusion et de division de ces organites. Il
a été montré que des protéines associées au cytosquelette, les kynésines et les dynamines,
jouent un réle important pour la localisation, les mouvements et la morphologie des
mitochondries. Des altérations de la forme et de la distribution des mitochondries sont
associées a diverses pathologies telles que des maladies hépatiques, la dystrophie musculaire,
les cardiomyopathies et les cancers. D’autre part, il a été suggéré que la fonction
mitochondriale elle-méme est dépendante d’interactions spécifiques entre la Mext et certaines
protéines du cytosquelette (Saks et al. 1995; Saks et al. 1996a; Milner et al. 2000; Braun et al.
2001).

2.5.2. Mitochondries et réticulum endo- et sarcoplasmiqgue

Une étroite association entre les mitochondries et le réticulum endoplasmique via des
microdomaines spécifiques des deux organelles (les sites de contact des mitochondries et une
sous fraction du réticulum) est a 1’origine de la capacité¢ des mitochondries a importer les
phospholipides qu’elles ne peuvent synthétiser. Cette association fonctionnelle joue alors un
role déterminant pour la biogenése mitochondriale. D’autre part, il a ét¢ montré pour divers
types cellulaires que I’augmentation de la concentration calcique cytosolique résultant de la
stimulation par un agoniste est accompagnée par une augmentation de la concentration
calcique dans la matrice mitochondriale. Un contact étroit entre les sites libérant le calcium
(sarcolemme, réticulum endo et sarcoplasmique) et la mitochondrie est a I’origine de
microdomaines ou la concentration cytosolique de calcium est suffisamment élevée pour
activer rapidement le transport de calcium a D’intérieur de la mitochondrie via 1’uniport
calcique mitochondrial. Ces interaction permettent donc la régulation de [’activité
mitochondriale (et donc de la production d’énergie) par I’intermédiaire des déshydrogénases

du cycle de Krebs sensibles au calcium, et la modulation locale du signal calcique
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cytoplasmique par la mitochondrie. D’autre part, ces interactions structurelles et
fonctionnelles entre les mitochondries, le RS et les myofilaments, permettent une canalisation
directe ADP/ATP entre les sites de production de 1’énergie (les mitochondries) et les sites
d’utilisation d’énergie (la pompe calcique du RS et la myosine-ATPase des myofilaments)
(Kaasik et al. 2001; Saks et al. 2001).

2.5.3. Mitochondries et myofilaments

Les mitochondries des muscles striés forment un réseau enchevétré autour des myofibrilles.
De méme que pour le RS, il a été montré que ’ATP produit par les mitochondries est
préférentiellement utilisé par les myofilaments plutot que I’ATP externe et réciproquement,
c’est ’ADP généré par ’activité de la myosine-ATPase plutdt que I’ADP externe qui sert de
substrat aux mitochondries (Kaasik et al. 2001; Saks et al. 2001). Ainsi, grace a ces étroites
relations entre les mitochondries et les sites consommateurs d’ATP (ou producteur d’ADP),
I’ensemble de ces structures (mitochondries, myofilaments et RS) constituent des complexes

fonctionnels unitaires appelés « unités énergétiques intracellulaires » (Saks et al. 2001).

D. LES SYSTEMES DE TRANSFERT D’ENERGIE

La régulation du transfert énergétique dans les cellules musculaires est un concept essentiel
qui concerne 1’organisation, la compartimentation et les fonctions cellulaires ainsi que les
complexes multienzymatiques. Les enzymes impliqués dans la production, I’utilisation et le

transfert de I’énergétique musculaire sont caractéristiques du type de métabolisme du muscle.

1. LE SYSTEME CREATINE KINASE

La famille des isoenzymes de la CK est présente chez tous les vertébrés. Elle est capable de
catalyser le transfert réversible d’une liaison riche en énergie entre la créatine et I’ATP. La
créatine et la CK sont présentes en quantité variable dans les différents types de muscle. Chez
les mammiféres, quatre isoformes différentes de CK sont exprimés de facon tissu spécifique.
La majeure partie des CK existent sous la forme dimérique, composée de deux sous unités, M
et B, donnant trois isoenzymes, MM, BB et MB. Il existe une quatrieme isoenzyme dans la
mitochondrie (mi-CK), qui différe biochimiquement et immunochimiquement des formes
cytosoliques et peut former des structures dimérique ou octamerique (Wyss et al. 1992). Cette
mi-CK est codée, de facon tissu spécifique par deux genes différents. Une forme (mi-CKs ou

mip-CK) est présente dans les tissus présentant des structures sarcomériques (muscles striés)
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et co-exprimée avec la M-CK, alors que 1’autre forme (mi-Cky ou mis-CK) est ubiquitaire et
co-exprimée avec la B-CK. Il n’existe pas de différence de cinétique marquante entre les
quatre isoformes. Ils diffeérent essentiellement par leur distribution a I’intérieur de la cellule.
En effet, une caractéristique importante de ce systéme est la variabilité de son activité totale et
la distribution de ces isoenzymes (compartimentation) suivant les especes et les tissus
(Ventura-Clapier et al. 1998). Ces isoenzymes sont soit présentes dans le cytoplasme, soit
attachées aux compartiments intracellulaires. L’isoenzyme MM-CK est essentiellement
cytoplasmique mais elle est également associée au sarcolemme, aux myofilaments et au
réticulum sarcoplasmique. La mi-CK se trouve ancrée au niveau de la face externe de la
membrane interne de la mitochondrie. Il reste a présent a définir le rdle fonctionnel de
chacune de ces isoenzymes dans les différents compartiments intracellulaires de la fibre
musculaire squelettique.

Le systéme des CK participe activement au concept d’un systéme métabolique organisé, ou
les enzymes sont controlées par leur micro environnement, ainsi que par d’autres composants
du méme systéeme. Un mecanisme de canalisation direct des substrats et des produits se met
en place, permettant de diminuer les distances de diffusion entre les intermédiaires et le temps
de transit entre les différentes séquences de réactions enzymatiques grace a une organisation
structurale en complexes multienzymatiques. Cette vitesse de réaction élevée peut-étre
atteinte dans ces systemes de couplage indépendamment de la concentration moyenne des
substrats ou des intermédiaires. Ainsi, la cellule posséde plusieurs micro-compartiments
métaboliques qui sont, par définition, des situations dans lesquelles le métabolite passe d’un
enzyme a ’autre et ne se mélange pas avec la réserve totale en métabolites du méme macro-
compartiment. Ces problémes de compartimentation intracellulaire sont directement reliés au
probléme de la diffusion intracellulaire. Il a été prouvé qu’il existe des micro compartiments
au niveau sous sarcolemmal et myofibrillaire, mais il n’est pas exclu que des micro
compartiments dynamiques existent également grace a des associations transitoires des

enzymes cytoplasmiques incluant le systeme glycolytique et les CK (Saks et al. 1994).

1.1. La compartimentation du systéme CK

1.1.1. La creatine kinase myofibrillaire
Par le fractionnement subcellulaire ou par la localisation histochimique, la MM-CK a été

trouvée dans les myofibrilles et décrite comme une protéine de structure de la bande M
participant a la connexion entre les filaments de myosine a I’intérieur des fibres musculaires

(Wallimann & Eppenberger 1985). Cette MM-CK est egalement fonctionnellement couplée a
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la myosine ATPase, utilisant la PCr pour rephosphoryler I’ADP produit par la myosine
ATPase. Elle fournit suffisamment d’énergie pour atteindre la force maximale et une
cinétique de contraction adéquate tout en contrdlant localement le pH (Ventura-Clapier et al.
1994; Veksler et al. 1997).

1.1.2. La créatine kinase du réticulum sarcoplasmique

La MM-CK est fortement liée aux membranes du RS dans le muscle squelettique et le cceur,
ou elle est fonctionnellement couplée a la calcium ATPase. Son role est donc d’assurer un
approvisionnement en énergie efficace en régénérant I’ATP localement et également de
maintenir, comme la MM-CK myofibrillaire, un rapport ATP/ADP élevé a proximité de
I’ ATPase, optimisant le recaptage du calcium et donc la relaxation musculaire (Minajeva et al.
1996). Il est montré que les enzymes glycolytiques associées au RS ne sont pas aussi efficaces
que la MM-CK pour régénérer de I’ATP nécessaire a la calcium ATPase, mais sont capables

de suppléer le systeme CK lorsque le systéeme des CK est altéré (Boehm et al. 2000).

1.1.3. La créatine kinase mitochondriale
La mi-CK est trouvée sur la surface externe de la membrane interne de la mitochondrie. Elle

est fonctionnellement et structurellement couplée a I’adénine nucléotide translocase (ANT) de
la membrane interne. En présence de créatine, I’ ATP généré par la phosphorylation oxydative,
apres passage par I’ANT, est transphosphorylé en PCr (Wyss et al. 1992; Saks et al. 1994). En
échange, I’ADP produit par la réaction sera recapté a I’intérieur de la mitochondrie par I’ANT
et stimulera la respiration mitochondriale, tandis que la PCr sera exportée a I’extérieur de la

mitochondrie via la porine (Saks et al. 1994).

1.2. Les différents roles attribués au systeme CK
Le systeme CK peut remplir différents roles en fonction du type de métabolisme prédominant.

Généralement le systeme CK/PCr est décrit comme étant un systéme de « tampon énergetique
temporel et spatial ». Mais il est maintenant clairement établi que le systtme CK a une
deuxiéme fonction extrémement importante de « systeme navette » permettant le transport de
I’énergie. Cette fonction fait intervenir les différentes isoenzymes de la CK qui vont permettre
le couplage entre les sites de production et les sites d’utilisation de 1’énergie. Le couplage
entre la mitochondrie, ’ANT et la mi-CK permet la production de PCr tandis que les CK
cytosoliques, myofibrillaires et du RS, permettent le transfert quasi instantané du groupement
phosphoryle et du signal métabolique entre la mitochondrie et les sites d’utilisation de

I’énergie. Les CK myofibrillaires et du RS permettant la rephosphorylation locale de I’ADP et
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donc de maintenir un rapport ATP/ADP éleve au voisinage du site actif des ATPases pour un
captage de calcium et des cinétiques de contractions optimaux (Wallimann et al. 1992; Saks et
al. 1994). Le signal métabolique, en retour, est transmis entre les ATPases et les
mitochondries par les CK cytosoliques. Le systtme CK/PCr peut ainsi jouer un réle
d’intégration entre les fonctions de production et d’utilisation d’énergie et n’est présent que
dans les muscles oxydatifs, tels le cceur et les muscles posturaux, qui nécessitent un apport
régulier en énergie. Dans ces muscles dit « oxydatifs », la fonction navette du systeme CK
permet une adéquation rapide entre utilisation et production d’énergie sans variations notables
des concentrations cytosoliques des produits et des substrats, pour assurer une contractilité
soutenue (figure 10).

De méme que la régulation de la respiration mitochondriale par I’ADP présente une
spécificité tissulaire, le couplage fonctionnel de la mi-CK avec la respiration mitochondriale
n’est présent que dans les muscles de type oxydatif (Veksler et al. 1995; Kuznetsov et al.
1996). Cela se traduit par une augmentation de 1’affinité de la mitochondrie pour 1’ADP
(diminution du Km apparent pour I’ADP) en présence de créatine lors d’expériences réalisées
sur des fibres perméabilisées a la saponine. L’expression de 1’isoforme de mi-CK est
abondante dans les fibres oxydatives cardiaques et squelettiques de type | et lla et
pratiquement absente dans les fibres de type I1b (Qin et al. 1999).

Dans le muscle rapide, la navette du systeme CK n’est pas fonctionnelle. Le systeme des CK
joue un simple role de tampon énergéetique temporel et est couplé aux complexes
glycolytiques. La respiration mitochondriale est sous la dépendance de I’ADP cytosolique et
non de celui produit localement par la mi-CK. Au niveau des myofilaments, la vitesse élevée
de raccourcissement des fibres rapides est possible grace a une activité élevée des ATPase de
la myosine qui sont associées & une activité élevée de la MM-CK afin d’apporter 1’énergie
suffisante sous forme d’ATP. Ainsi le systéme CK a une fonction de tampon spatio-temporel,
permettant d’alimenter les ATPases, et de répondre a une demande intense, rapide et bréve de

la contraction musculaire (figure 11).

La CK constitue ’'un des marqueurs du phénotype musculaire. Ce systéme semble
s’adapter aux différentes conditions d’activités contractiles ce qui explique les différences
rencontrées en fonction des différents types de muscles. Le systeme CK peut avoir a la fois
un role de tampon énergétique temporel et spatial et permet la production de PCr qui
constitue une forme de réservoir d’énergie rapidement mobilisable. Sa présence en quantité

importante dans les compartiments cellulaires assure une distribution spatiale de I’ATP.
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Dans les muscles oxydatifs, le systtme des CK joue donc un rble de transfert des
groupements phosphate, c’est a dire une fonction de navette entre les sites de production et
d’utilisation de I’énergie permettant une intégration efficace entre production et utilisation

de l’énergie

2. LE SYSTEME ADENYLATE KINASE (AK)

L’adénylate kinase ou myokinase est une enzyme clé dans la synthése et 1’homéostasie des
adényl nucléotides. Elle catalyse de fagon réversible la réaction suivante :

2ADP < ATP + AMP

Plusieurs isoformes de I’AK ont été identifiées et sont exprimées différemment selon les
tissus considereés : ils sont localisés dans différents compartiments subcellulaires.

AK1 est majoritairement trouvée dans les tissus a forte demande énergétique tels que le
muscle squelettique et le myocarde. 1l est localisée dans le cytosol, associée aux myofilaments
au niveau de la bande I, ou au sarcolemme a proximité des canaux potassiques sensibles a
I’ATP (Katp) dont la fonction semble étre régulée par ’AK. Les autres isoformes AK2 et
AK3 sont moins abondantes dans les muscles et sont confinés respectivement a 1’espace
intermembranaire et a la matrice mitochondriale.

Comme la créatine kinase, la présence de I’AK en divers sites subcellulaires suggere que cette
enzyme est impliquée dans les transferts d’énergie et la communication entre les sites
producteurs et consommateurs d’ATP. Il apparait que I’AK est essentielle pour la fonction
contractile musculaire, en rephosphorylant localement I’ADP produit lors de la contraction; il
apparait également qu’elle peut transférer des phosphates a haute énergie générés par le
métabolisme glycolytique et la phosphorylation oxydative vers des sites utilisateurs d’ATP
tels que les myofilaments.

La localisation intracellulaire commune de I’AK et la CK semble mettre en évidence un lien
et probablement une interdépendance de ces deux kinases. Le role fonctionnel de I’AK dans
les transferts d’énergie devient plus important quand le systéme CK/PCr est déficient (Veksler
et al. 1995). Il est proposé, comme pour la CK, une fonction navette de I’AK avec I’AMP
pour signal métabolique (pour la CK il s’agit de la créatine). De plus, I’AK assure également
un réle déterminant dans la transduction du signal mitochondrial (signal énergétique) vers le
sarcolemme via le canal Katp et probablement d’autres transporteurs sensibles a I’ATP avec

pour effet une modulation du potentiel membranaire (réponse électrique).
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Les systemes AK et CK ne sont pas les seuls systtmes cellulaires assurant la fonction de
transfert de groupement phosphate & haute énergie. Des enzymes de la glycolyse et des
nucléosides mono- et diphosphate kinases également localisées en divers sites
subcellulaires peuvent aussi participer a ’homéostasie énergétique cellulaire dans les

conditions normales et pathologiques.

I11. ADAPTATION DE LA FONCTION MITOCHONDRIALE DU MUSCLE
SQUELETTIQUE DU SUJET TC A UN PROGRAMME D’ENTRAINEMENT EN
ENDURANCE

A. CONTROLE ET ADAPTATION DU PHENOTYPE MUSCULAIRE

1. RAPPELS DES MODALITES DU TYPAGE HISTOCHIMIQUE DES FIBRES MUSCULAIRES

Dés la deuxiéme moitié du XIX®™ siécle, Ranvier évoqua I’hétérogénéité du tissu musculaire
en distinguant des muscles blancs et des muscles rouges. Ce n’est que vers la fin des années
50 qu’une méthode objective de typage des fibres musculaires fut proposée, basée sur une
analyse histochimique de I’activité enzymatique de I’ATPase de la myosine (Pette & Staron
1990). Cette méthode permettait de caractériser les fibres musculaires en fibres de type |
(faible activité ATPasique), ou de type Il (activité ATPasique élevée).

Plus tard, les propriétés physico-chimiques de 1’ATPase, et sa sensibilité a différents pH fut
exploitée pour proposer une classification histochimique qui permet de prendre en
considération deux sous-types de fibres rapides, 1A et 1IB, et une catégorie de fibres (I1C)
prenant une coloration intermédiaire entre les grands sous-groupes (Brooke & Kaiser 1970).
De nombreuses modifications et ajustements ont été proposés, permettant non seulement de
définir différents sous-groupes de fibres rapides (Staron & Pette 1986), mais aussi de
souligner I’extréme sensibilité de cette méthode de typage. Il existe une bonne corrélation
entre le typage des fibres par la technique de la myosine ATPase et le type d’isoforme de la
myosine et il est admis que le typage histochimique est un bon reflet de la composition du
muscle en myosine (Staron & Pette 1986).

Il est cependant important de rappeler que ce mode de typage des fibres musculaires ne repose
que sur ’é¢tude de la sensibilité de 1’activité ATPasique a différents pH ; il ne représente
qu’une approche indirecte de 1’équipement du muscle en myosine et ne laisse rien augurer a
priori de ses propriétés métaboliques. Cette derniére remarque permet d’expliquer pourquoi
différents types de fibres musculaires ont été identifiés sur la base de réactions histochimiques

impliquant les activités d’enzymes du métabolisme aérobie (succinate déshydrogénase, SDH,
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nicotinamide adénine dinucléotide, NADH).

2. NOTION DE PHENOTYPE MUSCULAIRE

Chaque type musculaire présente des caractéristiques fonctionnelles, structurelles,
biochimiques et métaboliques qui lui sont propres et qui définissent son phénotype. Par
ailleurs, les différentes familles de protéines qui entrent dans la constitution de la fibre
musculaire peuvent étre schématiquement subdivisées en protéines contractiles et en protéines
enzymatiques sarcoplasmiques ou mitochondriales. On peut ainsi définir un phénotype
contractile et un phénotype métabolique qui représentent les deux grandes caractéristiques du

muscle, complémentaires 1’une de 1’autre, mais qui ne sont pas toujours co-régules.

2.1. Phénotype contractile
Les propriétés contractiles d’un muscle correspondent principalement a sa vitesse de

contraction, sa vitesse de relaxation, le pic de force développée et sa résistance a la fatigue.
Ces propriétés sont déterminées par 1’agencement des différentes isoformes des protéines
contractiles et régulatrices. Toutes ces protéines n’ont pas le méme poids dans la
détermination du mode de contraction du muscle. C’est essentiellement la répartition des
isoformes de MHC, et plus accessoirement celles des MLC qui a une traduction fonctionnelle
importante sur la vitesse de contraction du muscle. La composition en MHC est donc un bon

marqueur du phénotype contractile d’un muscle.

2.2. Phénotype métabolique

Le phénotype métabolique peut étre caractérisé par détermination des activités enzymatiques
clés de différentes voies métaboliques et par la mesure de la respiration mitochondriale qui
représente 1’aboutissement final de toutes les voies métaboliques. Le muscle strié est constitué
d’une variété de fibres ayant des propriétés fonctionnelles, structurales, biochimiques et

métaboliques adaptées a leur activité contractile (Schiaffino & Reggiani 1994).

2.2.1. Le muscle rapide glycolytique

Le muscle rapide glycolytique est adapté a un besoin énergétique intense et bref grace a une
disponibilité immédiate du stock d’énergie cytosolique (phosphocréatine et ATP), grace a un
effet tampon important et dépendant de la réaction catalysee par la créatine kinase et enfin
grace a une activité glycolytique importante (Kushmerick et al. 1992). Il est également

caractérisé par la prédominance de fibres contractiles rapides de type Ilb (Brooke & Kaiser
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1970), contenant peu de mitochondries et pauvres en myoglobine et en capillaires (ce qui leur
donnent un aspect blanc), mais riches en glycogéne. Ce type de muscle a donc une fatigabilité

importante et une récupération décalée dans le temps et assez lente.

2.2.2. Le muscle lent oxydatif

Les muscles lents a activit¢é soutenue (muscle postural) ou cyclique (cceur) sont
essentiellement composés de fibres a contraction lente de type | et & activité ATPasique lente.
Ces muscles sont riches en myoglobine (aspect rouge), présentent un réseau capillaire bien
développé, une faible réserve en PCr et un métabolisme essentiellement oxydatif puisque les
phosphorylations oxydatives sont la source principale d’énergie chimique utilisée par les
myofibrilles durant la contraction. Il est apte & soutenir un effort prolongé, ce qui implique un
couplage efficace entre [’'utilisation et le renouvellement énergétique et permet un flux
énergétique stable et bien ajusté (Ventura-Clapier et al. 1998; Kay et al. 2000; Saks et al.
2001). Il existe également des phénotypes intermédiaires comme le muscle rapide-oxydatif
composé de fibres Ila et riche en mitochondries.

En conclusion nous pouvons dire qu’a une fonction musculaire lente ou rapide correspond
une organisation cellulaire et un phénotype métabolique particulier, incluant les systemes
enzymatiques impliqués dans la régulation du métabolisme énergétique. Le phénotype
musculaire dépend de ’expression de nombreuses familles multigéniques de protéines. Le
controle de ’expression des nombreuses isoformes de ces protéines participe a la diversité
structurale et fonctionnelle des fibres musculaires squelettiques qui sont donc hautement
adaptatives et capables de faire évoluer a la fois leur phénotype métabolique et contractile

en fonction des besoins.

3. CONTROLE DU PHENOTYPE MUSCULAIRE ET NOTION DE PLASTICITE MUSCULAIRE
3.1. Les hormones thyroidiennes

Les actions physiologiques des hormones thyroidiennes sont multiples. Elles sont
indispensables a la maturation et a la croissance du systeme nerveux et du systéeme osseux. Ce
sont des hormones catabolisantes qui activent les trois metabolismes : lipidique, glucidique et
protidique ; elles augmentent la consommation d’oxygeéne et sont impliquées dans la

thermogenese. Enfin, elles ont des impacts viscéraux multiples sur le cceur, le muscle
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squelettique, le systéeme nerveux, le systeme digestif et le tissu médullaire. Elles représentent
¢galement un des plus importants régulateurs de 1’expression des isoformes des protéines
myofibrillaires. L’hormone thyroidienne est donc une composante importante de la mise en

place a la fois du phénotype contractile et du phénotype métabolique.

3.1.1. Effets sur le phénotype contractile

L'hormone 3,5,3 -triiodothyronine (T3) exerce un effet important sur la plasticité de muscle
strié et notamment sur I'expression de la famille de génes qui codent pour les MHC. T3
permet la transition de I’isoforme de MHC embryonnaire ou feetal en MHC adulte (Gambke
et al. 1983). Chez I’adulte, une altération du niveau de T3 provoque des variations dans
I’expression des génes des MHC dans le muscle squelettique. Chez le rat ’hypothyroidie
induit une transition vers un phénotype musculaire métabolique plus lent, I’importance de
cette transition variant en fonction du type de muscle. A I’inverse, il a été montré que
I’hyperthyroidie induit une transformation des muscles vers un phénotype plus rapide
impliquant la répression de 1’expression des MHC 1 et ’augmentation des isoformes rapides
MHC 2x/2b (Caiozzo & Haddad 1996). Il existe une expression coordonnée entres les MHC
lentes et les SERCA2a ainsi qu’entre les MHC rapides et les SERCAla, aussi bien dans
I’hypothyroidie que dans I’hyperthyroidie, (Hamalainen & Pette 1997).

3.1.2. Effets sur le phénotype métabolique

L’hormone thyroidienne a un effet important sur les capacités oxydatives musculaires
(Gollnick & lanuzzo 1972; Winder & Holloszy 1977; Wiles et al. 1979). L’hypothyroidie
provoque une diminution des activités enzymatiques oxydatives telles que la succinate
déshydrogénase, la citrate synthase ou la cytochrome oxydase dans le soléaire et le quadriceps
(Gollnick & lanuzzo 1972; Bouhnik et al. 1975; Baldwin et al. 1978; Zoll et al. 2001).
Récemment, une étude de notre équipe a montré que 1’affinité des mitochondries pour I’ADP
est plus élevée dans le soléaire de rats hypothyroidiens (diminution du Ky), comparativement
aux rats euthyroidiens (Zoll et al. 2001). Ainsi, la régulation de la perméabilité mitochondriale
a ’ADP est affectée par la déficience en hormone thyroidienne dans le muscle squelettique,
ce qui n’est pas le cas dans le cceur (Seppet et al. 1991), confirmant le réle moins important

joué par I’hormone thyroidienne dans la régulation de la fonction mitochondriale cardiaque.
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D’autre part, cette étude montre que la créatine kinase mitochondriale (mi-CK) reste
fonctionnelle dans le muscle soléaire des rats hypothyroidiens. Puisque I’activité de la mi-CK
n’est pas modifiée, les auteurs ont suggéré que I’expression de la mi-CK n’est pas sous le
contréle de I’hormone thyroidienne (Zoll et al. 2001).

A T’opposé, I’hyperthyroidie provoque une augmentation des capacités oxydatives du soléaire
(Capo & Sillau 1983; Nelson et al. 1995; Dummler et al. 1996; Craig et al. 1998). L’action de
I’hormone thyroidienne passe par le contrdle de facteurs de transcription faisant partie de la
superfamille des récepteurs nucléaires. Enriquez et collaborateurs ont observé que T3 peut
agir directement sur le génome mitochondrial (Enriquez et al. 1999). En plus de son controle
sur D’expression des protéines mitochondriales, la T3 a des effets immédiats sur la
mitochondrie en stimulant directement la respiration mitochondriale ainsi que la synthese
d’ATP (Sterling et al. 1977; Sterling et al. 1980).

3.2. Innervation et activité neuromusculaire

L’activité neuromusculaire joue un role important dans 1’expression et le maintien du
phénotype musculaire au cours du développement et de la maturation des fibres (Pette &
Vrbova 1985). Ainsi, en absence d’innervation, le muscle lent devient plus rapide avec une
diminution de la proportion de MHC I, et le muscle rapide plus lent avec une diminution de
MHC IIB. Ces modifications sont associées a une augmentation concomitante de MHC 1IA et
MHC 11X (Huey & Bodine 1998). De la méme maniére, le modéle d’innervation croisée a mis
en évidence I'importance de I’activité neuronale en démontrant la capacité du muscle a
transformer son phénotype musculaire. Les muscles rapides se transforment en muscles lents
quand ils sont réinnerves avec un motoneurone lent et les muscles lents deviennent rapides
lorsqu’ils sont réinnervés par un motoneurone rapide (Pette & Vrbova 1985), démontrant
toute I’importance du type d’activité neuronale délivré au muscle. Par stimulation électrique,
I’application d’une activité neuronale de basse fréquence tonique (muscle lent) ou de haute
fréquence phasique (muscle rapide), provoque également des transformations phénotypiques
conséquentes (Pette & Staron 1997). En effet, une stimulation chronique permet de
transformer un muscle rapide fatigable en un muscle lent, résistant a la fatigue, grace a des
changements quantitatifs et qualitatifs de quasiment tous les eléments du muscle. Il y a ainsi
un remaniement des protéines myofibrillaires, membranaires et solubles impliquées dans
I’homéostasie calcique, ainsi que des enzymes cytosoliques et mitochondriales du
métabolisme énergétique (Pette & Vrbova 1999). Des changements dans les enzymes du
métabolisme énergétique, notamment de la chaine respiratoire et du cycle de Krebs, sont
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parmi les premieres adaptations a se mettre en place suite a une stimulation chronique du

muscle rapide (Pette et al. 1973).

3.3. Régulation moléculaire de I'expression du phénotype musculaire

3.3.1. Les voies de contrble du phénotype contractile

a) Régulation calcium-dépendante
Il a récemment été montré que la voie de la calcineurine-NFAT (nuclear factor of activated T

cells) joue un role régulateur dans 1’expression de différents geénes spécifiques des fibres
musculaires. Cette voie met en jeu les variations de la concentration cytosolique en calcium
induites par les motoneurones, et une enzyme cytoplasmique sensible a ces variations : la
calcineurine (CnA). La calcineurine n’est pas sensible a de brusques élévations transitoires de
la concentration de calcium intracellulaire, mais a des variations de plus longues durées et de
basses amplitudes (Timmerman et al. 1996). Cette voie de transduction du signal qui aboutit a
I’expression de geénes cibles est inhibée par la ciclosporine A (CsA) et le FK506 (Liu et al.
1991). En effet, la CsA se lie a la cyclophiline, alors que le FK506, lui, se lie au FKBP
diminuant ’activité phosphatase de la CnA, ce qui empéche la déphosphorylation de NFAT et
par conséquence [’activation de la transcription des génes cibles (voir figure 12).
L’implication de la calcineurine a été démontrée dans le muscle squelettique ou elle se trouve
en quantité importante (Chin et al. 1998). Cette voie serait importante pour la spécialisation
des fibres lentes. L’activité des motoneurones toniques (10-15 Hz) entraine des élévations
faibles de calcium (100 a 300 nM) mais de fagon durable, ce qui permettrait d’activer la CnA
et donc NFAT. Par contre, 1’activité des motoneurones phasiques, provoque des €lévations
importantes de calcium (~1uM), mais pendant des périodes tres breves, qui sont insuffisantes
pour stimuler la CnA. Ainsi, Chin et collaborateurs proposent que dans les muscles lents, sous
I’action de I’activité tonique de leur motoneurone, 1’élévation de calcium soutenue est
suffisante pour activer la voie de la CnA-NFAT (Chin et al. 1998). Le NFAT est donc
déphosphorylé et vient se fixer dans le noyau sur ’ADN en collaboration avec d’autres
régulateurs transcriptionnels, tel MEF2. Ces sites de liaison sont groupés dans les régions
promotrices/enhancers contrdlant les génes codant pour les protéines spécifiques des fibres
lentes. Dans les fibres rapides, le NFAT ne peut donc pas se transloquer a 'intérieur du
noyau, et n’est donc pas disponible pour participer aux interactions avec I’ADN et les autres
protéines, provoquant une diminution de la transcription des protéines spécifiques aux fibres

lentes et une augmentation de la transcription des protéines spécifiques aux fibres rapides.
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Récemment, Wu et collaborateurs ont décrit I’implication de MEF2 dans le contrdle de
I’expression des genes spécifiques aux fibres lentes des muscles squelettiques, aboutissant a
un nouveau modele de régulation du phénotype lent, impliquant la CnA mais également

d’autres protéines comme la protéine kinase calmoduline dépendante (Wu et al. 2000).

b) Régulation par les facteurs de transcription de la famille MRF (myogenic regulatory

factor)

Cette famille se compose de quatre protéines bHLH (« basic helix loop helix ») : MyoD,
myogénine, myf-5 et MRF4. Ces facteurs de transcription jouent un réle clé dans la
myogenese et n’ont été trouvés que dans les muscles squelettiques ou ils participent a la
transcription de protéines spécifiques (Olson 1993). Ils forment des hétérodiméres avec
d’autres bHLH, comme la protéine E, et sont alors capables de se lier a ’ADN au niveau
d’une séquence spécifique, la « E-box ». Ils sont capables d’entrainer la conversion de divers
types de cellules en myoblastes et myotubes. MyoD, myogénine, myf-5 sont exprimés dans le
feetus plutot que chez I’adulte alors que les transcrits MRF-4 apparaissent dans le feetus tardif
et sont prédominants chez 1’adulte. Dans la patte postérieure de rat adulte, il a été observé une
accumulation sélective de MyoD et myogénine respectivement dans les muscles rapides et
lents. De plus, I’innervation croisée ou 1I’hormone thyroidienne induisent une altération du
rapport fibres rapides/lentes parallelement au rapport MyoD/Myogénine. De la méme
maniere, MyoD est capable de se fixer en amont du géne qui code pour la M-CK, enzyme
principalement exprimée dans les fibres rapides. Dans le muscle adulte, MyoD et myogénine
pourraient avoir des roles distincts et médier les effets de facteurs intrinseques sur
I’expression des genes spécifiques d’un type de fibre et donc participer a la mise en place du
phénotype contractile (Hughes et al. 1993). Cependant, chez la souris adulte dépourvue de
MyoD, il n’y a pas de déficience dans le développement des muscles rapides, suggérant que

Myf-5 peut suppléer a MyoD (Rudnicki et al. 1992).

3.3.2. Les voies de contrble de la mitochondriogenése

Le muscle est capable d’ajuster ses capacités a produire et a distribuer les composés riches en
énergie de maniére adéquate et suffisante en fonction de la demande. L’initiation de la

biogenése mitochondriale dans la cellule musculaire débute avec 1’arrivée de signaux
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extérieurs initiés, par exemple, lors de la contraction musculaire. Ces signaux peuvent ainsi :
1) activer ou inhiber les facteurs de transcriptions, affectant la vitesse de transcription, 2)
activer ou inhiber les facteurs de stabilité des ARNm, influencant leur vitesse de dégradation,
3) altérer I’efficacité de la traduction, 4) modifier les mécanismes post-traductionnels des
protéines, 5) changer la cinétique d’import des protéines mitochondriales, 6) Altérer la vitesse
d’incorporation ou d’assemblage des protéines dans les complexes multienzymatiques (Hood
2001).

La majorité des protéines mitochondriales proviennent du génome nucléaire, ce qui nécessite
la transcription des genes, la traduction des ARNm en protéines, la distribution des protéines
dans leur compartiment mitochondrial via la machinerie d'importation, et enfin 1’assemblage
des complexes multienzymatiques au sein de la chaine respiratoire ou de la matrice. Puisque
seulement 13 protéines de la chaine respiratoire sont codées par I’ADN mitochondriale, il est
nécessaire de synchroniser I’expression des génes du génome nucléaire et mitochondrial. On
sait aujourd’hui que le « facteur de transcription mitochondrial A » (mTFA) est un activateur
clé de la transcription mitochondriale, tout en étant une protéine mitochondriale codée par le
noyau, et en constituant un point de controle de la synchronisation de 1’expression des deux
génomes. Le mTFA se fixe sur des éléments de séquences des promoteurs des deux brins de
I’ADN mitochondrial, au niveau de la D-loop, et stimule la transcription mitochondriale in
vitro (Fisher & Clayton 1988). L’initiation de la transcription produit également un primer
pour la réplication de I’ADN mitochondrial, ce qui fait également de mTFA un point de
contrdle du nombre de copie de I’ADN mitochondrial (Clayton 1992).

L’activation de mTFA est hautement dépendante des « facteurs respiratoires nucléaires »
NRF-1 et NRF-2, qui sont des facteurs de transcription nucléaires (Virbasius & Scarpulla
1994). NRF-1 et NRF-2 sont également nécessaires a 1’activation de plusieurs protéines
mitochondriales codées par le génome nucléaire (Scarpulla 1997). Il a été démontré que
I’exercice physique provoque une augmentation de 1’expression des ARNm de NRF-1 dans le
muscle squelettique de rat, et peut donc étre une réponse précoce a 1’adaptation a 1’exercice en
endurance, permettant d’accroitre les capacités oxydatives musculaires (Scarpulla 1997,
Murakami et al. 1998). Cependant, le site de fixation de NRF-1 n’a pas été retrouvé dans
I’ensemble des séquences promotrices des protéines mitochondriales codées par le noyau,
comme par exemple certaines sous unités de la COX (Lenka et al. 1998). Cependant, NRF-2 a
été montré comme étant un activateur de la sous-unite 1V de la COX chez le rat (Virbasius &
Scarpulla 1994). NRF-1 ne peut donc pas expliquer a lui tout seul une augmentation

steechiométrique de la synthése de chaque sous-unité de la COX permettant de produire une
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COX fonctionnelle. Récemment, la découverte de PGC-1, un co-activateur de PPAR-y, a été
révelée comme un coordinateur potentiel des deux génomes (Wu et al. 1999). De fait, la
surexpression de ce facteur induit une augmentation du nombre de mitochondries, ainsi que
I’augmentation d’ARNm d’un certain nombre de geénes nucléaires de la cellule musculaire,
incluant NRF-1, NRF-2a, mTFA, UCP-2, des sous unités de la COX et le cytochrome c. Il
semblerait toutefois que NRF-1 soit nécessaire pour que PGC-1 ait un effet sur la biogenése
mitochondriale. Il a également été démontré dans un modéle de souris transgéniques, que le
facteur de transcription myogénine influencait I’activit¢ des enzymes métaboliques en
induisant une transition du métabolisme glycolytique vers un métabolisme oxydatif, mimant
les effets d’un entrainement en endurance (Hughes et al. 1999). Ces auteurs ont suggéré que la
myogénine pourrait servir de lien entre les signaux de I’activité contractile et NRF-1, mais
elle pourrait également avoir un effet direct sur les génes codant pour des enzymes

mitochondriales et cytoplasmiques spécifiques du muscle.

En conclusion, la modification de la biogenése mitochondriale est le résultat d’une série
d’événements physiologiques et biochimiques. Etant donné la diversité des régions
promotrices des genes nucléaires codant pour des protéines mitochondriales, ainsi que
celles de ’ADN mitochondrial, il reste a savoir si la coordination entre toutes ces protéines
est toujours assurée ou bien s’il existe des hétérogénéités mitochondriales répondant a des

adaptations plus fines.

B. MODIFICATIONS INDUITES SUR LE PHENOTYPE MUSCULAIRE PAR L’ENTRAINEMENT EN
ENDURANCE

1. LES FACTEURS LIMITANT LA CONSOMMATION MAXIMALE D’OXYGENE (VO2umax)
Le passage de 1’oxygeéne atmosphérique des poumons a la mitochondrie comporte une série

d’étapes au niveau desquelles une entrave au flux d’oxygene peut avoir lieu. La
consommation maximale d’oxygene de I’organisme (VO2max) peut étre limitée par plusieurs
facteurs physiologiques : 1) La capacité de diffusion pulmonaire, 2) le débit cardiaque
maximal, 3) la capacité du sang a transporter 1’0O2, 4) la capillarisation et les capacités
oxydatives du muscle. Les trois premiers facteurs peuvent étre regroupés comme facteurs

centraux, alors que le quatriéme est un facteur périphérique.

1.1. Les facteurs centraux
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1.1.1. Le systéme pulmonaire
Pour la plupart des individus réalisant un exercice exhaustif au niveau de la mer, les capacités

pulmonaires sont suffisantes et méme excessives, pour maintenir la saturation du sang artériel
en Oz supérieure a 95% (Weibel et al. 1991). Seuls des athlétes d’élites en endurance ont
montré une désaturation en O durant un exercice maximal (Dempsey et al. 1984). Ces
athlétes ayant un débit cardiaque extrémement important, le temps de transit des globules
rouges diminue fortement dans les capillaires pulmonaires et par conséquent, la durée pendant
laguelle le sang se trouve dans les capillaires pulmonaires est insuffisante pour le restaurer

entierement en O-.

1.1.2. Le débit cardiague maximum
Depuis les travaux de Hill du début du siécle, nous savons qu’il existe une relation linéaire

entre le débit cardiaqgue maximum et la VO.max des sujets (Hill & Lupton 1923).
L’adaptation du débit cardiaque aux variations de VO2max que I’on peut observer entre un
sujet sédentaire et un sujet de méme age entrainé en endurance est principalement due aux
variations du volume d’¢jection systolique maximal, plutdt qu’aux variations de la fréquence
cardiaque maximale et de I’extraction maximale de l’oxygeéne. La quantit¢ d’oxygene
contenue dans le sang artériel est d’environ 200 ml d’O2.L%. Dans le sang veineux quittant les
muscles actifs, la quantité d’O2 n’est plus que de 20 mL d’O2.L™ . Ainsi, au maximum de
I’exercice, quasiment tout I’oxygene disponible est extrait du sang qui perfuse les muscles
actifs. Le mécanisme permettant d’augmenter la VO2max suite a un entrainement découle
d’une augmentation du débit cardiaque et donc de I’apport en oxygéne au muscle. Il a été
estime que 70-85% de la limitation de la VO2max est liée au débit cardiaque maximum
(Bassett & Howley 2000).

1.1.3. La capacité du sang a transporter ’O>

Au repos, la concentration en hémoglobine ([Hb]) des athlétes en endurance se situe au niveau
des valeurs trouvées chez les sédentaires. Par ailleurs, cette [Hb] ne change pas aprés
entrainement et n’est pas corrélée avec la VO2max. La question qui se pose est de savoir si
une augmentation de la [Hb] lors d’un exercice exhaustif pourrait provoquer une
augmentation de la VO>max. Des études de réinjection de globules rouges (1000-2000 ml de
sang) et d’administration d’érythropoiétine ont permis de répondre a cette question en
démontrant que la VO2max et le temps de maintien avant épuisement, durant un exercice

maximal, augmentent (Ekblom 2000). D’autre part, pour un exercice sous maximal, la VO2

85



reste inchangée, avec un seuil ventilatoire inchangé ou faiblement augmenté, alors que la
fréquence cardiaque et la concentration en lactate sont réduites. Ces expériences démontrent
ainsi que I’augmentation de 1’apport en O par une augmentation des capacités de transport de

I’oxygene permet d’améliorer la VO2max.

1.2. Les facteurs périphériques

1.2.1. La densité capillaire

La microcirculation, les capillaires en particulier, jouent un role capital dans la délivrance de
1’02 aux fibres musculaires. Dans le muscle squelettique, les capillaires se situent le long de
I’axe longitudinal des fibres musculaires et I’importance de leur tortuosité ainsi que le grand
nombre d’embranchements contribuent a leur grande longueur totale. Le degré de tortuosité
varie en fonction de la longueur des sarcomeres et s’aveére un déterminant important de la
surface totale du capillaire. Plus précisément, il a été démontré que la taille de la jonction du
capillaire a la fibre est de premiére importance lorsque 1’on considére la capacité structurale
du flux en oxygéne (Mathieu-Costello et al. 1992). Le nombre de capillaires par fibre
musculaire est couplé au profil métabolique et a la taille de la fibre. Plus la fibre a un
métabolisme oxydatif important et plus sa densité capillaire est grande (Degens et al. 1992).

L’entrainement en endurance permet d’augmenter la densité capillaire musculaire (Andersen
& Henriksson 1977), par une augmentation du nombre de capillaire plutdt que par une
augmentation de leur degré de tortuosité (Mathieu-Costello et al. 1992). Dans le vaste externe,
une forte corrélation entre le nombre de capillaires par fibre et la VO,max a également été
mise en évidence (Saltin et al. 1977). La nécessité du développement du réseau capillaire ne
réside pas seulement dans 1’adaptation des réseaux capillaires par rapport au flux sanguin
mais dans le maintien ou méme 1’augmentation du temps de transit entre le sang et le muscle

actif, ce qui permet I’extraction de 1’O2, malgré des débits sanguins accrus.

1.2.2. Les gradients de diffusion périphérique de I’oxygéne

Le passage de 1’02 entre le globule rouge et le sarcolemme représente le principal site de
résistance a la diffusion de I’O», du fait de la chute importante de la pO.. Honig et al. (Honig
et al. 1992) ont démontré que ce n’est pas la délivrance de 1’02 en elle méme qui est
directement limitante, mais c’est une faible pO2 cellulaire par rapport a la pO2 sanguine qui
est nécessaire pour maintenir une force de diffusion importante et d’accroitre ainsi la

conductance de 1’0O. La diffusion de I’oxygene dépend donc de I’interaction entre le transport
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de 1’02 par la myoglobine et sa consommation par la mitochondrie.

1.2.3 Les capacités oxydatives musculaires

Des ¢études chez ’homme ont montré, apres un entrainement en endurance bien calibré, que la
VOomax n’augmentait que de 10-20% tandis que les activités des enzymes oxydatives
augmentaient de plus de 200% (Saltin et al. 1977). 1l a donc été proposé que 1’augmentation
des capacités oxydatives permettaient 1’augmentation de la performance en endurance plutot
que I’amélioration de la VOzmax. Ainsi, pour un exercice sous maximal, ’augmentation des
capacités oxydatives observée dans les muscles entrainés induirait de plus faibles
perturbations du métabolisme cellulaire. L’augmentation de leur nombre éviterait aux
mitochondries de fonctionner au maximum de leurs possibilités et permettrait une meilleure
extraction de 1’02 a partir du sang artériel, contribuant, de fagcon mineure, a I’augmentation de
la VOzmax.. D’autre part, 1’augmentation des capacités oxydatives jouerait un role permissif

pour I’augmentation de la VO2max .

2. MODIFICATIONS DU PHENOTYPE MUSCULAIRE APRES UN ENTRAINEMENT EN ENDURANCE

2.1. Les effets sur le phénotype contractile

Les effets de 1’exercice en endurance, comme la course a pied, sur le profil des MHCs
apparaissent étre muscle-spécifiques et travail-dépendants. Par exemple chez le petit rongeur,
lorsque les animaux sont entrainés a courir a une intensité élevée (30 m/min, 20%
d’inclinaison, 75% VO2max) pendant plusieurs semaines, la proportion des MHCs I1A et 11X
est augmentée alors que la proportion des MHC 1IB est significativement diminuée dans le
muscle gastrocnémien. A 1’opposé, on note une augmentation de I’expression des MHC I
uniquement si la durée d’exercice quotidien est augmentée de fagon drastique (Demirel et al.
1999). Chez les marathoniens et les athlétes en endurance, la proportion des MHC | atteint 80-
90% des MHC:s totales, les 10-20% restant se composent de MHC I1A (Andersen et al. 2000).
D’un autre c6té, I’entrainement en endurance a haute intensité sur une courte période, induit
une transition des MHCs rapides vers les MHCs lentes dans le muscle vaste externe (Schaub
et al. 1989). Ainsi, I’expression des MHCs peut étre modifiée via 1’augmentation chronique
de Dactivité contractile comme lors de D’entrailnement en endurance. Tonkonogi et
collaborateurs ont mis en évidence une corrélation entre le pourcentage de MHC |, dans le
muscle vaste externe, et la VO2max, démontrant I’importance du profil en MHC dans les

capacités a ’exercice des sujets (Tonkonogi et al. 1998). D’un autre c6té, méme s’il semble
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qu’il y ait une relation positive entre le pourcentage de fibres | et le rendement énergetique
musculaire chez les sportifs de haut niveau (Coyle 1992), la différence d’efficacité entre les
fibres de type I et II chez I’homme, semble relativement faible. Les différences de
performance entre différents sujets ne peuvent pas s’expliquer uniquement par une différence
dans la distribution des types de fibres (Mallory et al. 2002). En effet il a été montré que lors
d’un exercice sous-maximal, il n’y a aucune relation entre les paramétres de « I’économie
musculaire » (AVO2/Apuissance mécanique) ou de « I’efficacité musculaire » (Aénergie totale
consommeée/Apuissance mécanique) et le pourcentage de fibres de type | (Mallory et al.
2002).

2.2. Les effets sur le phénotype métabolique

L’entrainement en endurance permet de mettre en place une séquence de processus adaptatifs
par lesquels le muscle squelettique acquiert des caractéristiques structurales, physiologiques et
biochimiques lui permettant de produire en aérobiose une puissance mécanique soutenue plus
importante, tout en retardant I’apparition de la fatigue ou de la douleur. Ainsi, I’entralnement
en endurance active la biogenése mitochondriale dans le muscle. Cette biogenése
mitochondriale est une conséquence des changements métaboliques musculaires se produisant
au cours de I’exercice. En effet, durant la contraction musculaire, 1’¢lévation de [ADP]
favorise la réaction catalysée par la créatine kinase vers la formation de créatine et d’ATP. Il a
été démontré qu’aprés entrainement en endurance, une plus faible augmentation de I’ADP
était nécessaire pour atteindre le méme niveau de consommation d’oxygene (Dudley et al.
1982; Constable et al. 1987). L’ADP étant un activateur allostérique de la glycolyse
anaérobie, celle-ci ne va donc étre que faiblement activée, diminuant la production d’acide
lactique. De plus ’acide lactique formé est plus efficacement éliminé aprés un entrainement
en endurance. Plus la densité mitochondriale sera importante et moins la glycolyse anaérobie
est sollicitée (Hood 2001). Ces adaptations aboutissent donc a un changement conséquent du
métabolisme énergétique, avec comme principale conséquence 1’amélioration de la résistance
a la fatigue.

La mesure des marqueurs du métabolisme énergétique comme 1’activité de la citrate synthase,
ou l’activité de la COX, ont permis de démontrer qu'un entrainement en endurance de six
semaines est nécessaire pour que le contenu en mitochondries atteigne un nouvel état
d'équilibre. Cependant, 7 jours d’entrainement a raison de 2 heures par jour a 60-70% de la

VO2max est suffisant pour augmenter de 30% I’activité de plusieurs enzymes mitochondriales
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(Spina et al. 1996). Ainsi, la période nécessaire pour atteindre un nouvel état d’équilibre
dépend de la durée, de la fréquence et de I’intensité de 1’exercice (Dudley et al. 1982; Harms
& Hickson 1983; Hoppeler 1986). Structurellement, il a été clairement démontré une densité
volumétrique mitochondriale plus élevée dans les muscles de sujets entrainés en endurance
comparé¢ a des sujets contrdles. D’autre part, le volume mitochondrial dans les muscles
squelettiques augmente en proportion directe de la consommation d’oxygeéne globale dans les
espéces athlétiques, comparées aux espéces normales. Taylor et collaborateurs proposent que
ce serait uniquement I’augmentation du nombre de mitochondries qui, ayant toutes la méme
structure, permettraient d’ajuster la production d’énergie a la demande plutdt que la variation
des vitesses de réaction des enzymes de la chaine respiratoires (Taylor et al. 1987). De plus,
les changements dans les activités d’enzymes oxydatives sont proportionnels aux
changements dans la densité volumétrique des mitochondries (Hoppeler 1986). 1l a été montré
que P’entrainement en endurance induit préférentiellement la prolifération des mitochondries
sous-sarcolemmales, qui représentent normalement 10 a 15% du volume total mais qui
peuvent atteindre jusqu’a 30% chez les cyclistes professionnels (Hoppeler et al. 1985). En ce
qui concerne les adaptations en fonction du type de fibre, ce sont les fibres de type lla qui
montrent une augmentation relative plus importante de leur volume mitochondrial par rapport
aux fibres de type I ou IIx (Howald et al. 1985), méme si le type de protocole d’entrainement
(intensité élevée par intermittence ou intensité faible sur une longue période) peut faire varier
les proportions (Dudley et al. 1982). Seuls les muscles voyant leur production énergétique
augmenter au cours de 1’exercice sont affectés par ’entrainement en endurance alors que les
autres muscles ont méme plut6t tendance a diminuer leur volume mitochondrial (Saltin et al.
1976).

L’utilisation de la technique des fibres perméabilisées a la saponine permet d’aborder I’aspect
qualitatif de la fonction mitochondriale et n’a été utilisée que récemment chez I’homme. Elle
a permis de montrer, en plus d’une augmentation des capacités oxydatives musculaires, que la
sensibilit¢ mitochondriale a I’ADP est plus faible d’une part lorsque le pourcentage de fibre
de type I est plus élevé dans le muscle et d’autre part, suite a un entrainement (Tonkonogi et
al. 1998; Walsh et al. 2001). Récemment, Zoll et collaborateurs ont montré une diminution de
I’affinité de la mitochondrie pour ’ADP et une augmentation du rdle fonctionnel de la
créatine kinase mitochondriale, démontrant ainsi une adaptation fonctionnelle de la
mitochondrie a la fois dans les fibres glycolytiques et oxydatives (Zoll et al. 2003), chez des
rats effectuant une activité physique volontaire. Ce changement dans la régulation de la

respiration mitochondriale permet non seulement de produire une quantité plus importante
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d’énergie mais également d’améliorer le couplage entre les sites de production et d’utilisation
de I’énergie. Ces modifications métaboliques se font indépendamment du phénotype
contractile (Zoll et al. 2003). D’autre part des résultats similaires ont été obtenus chez des
sujets ayant différents niveau d’activités physiques (Zoll et al. 2002). Dans cette étude, nous
avons mis en évidence que la mi-CK devient donc fonctionnellement couplée a la production
d’ATP uniquement chez les sujets sportifs qui sont capables de soutenir une activité physique
importante et prolongée. Ceci suggére que, chez ces sujets, les capacités oxydatives ne
dépendent pas seulement de la quantité de mitochondries, mais également des mécanismes de

contréle de la respiration mitochondriale.

C. ADAPTATION DU TRANSPLANTE CARDIAQUE A L’ENTRAINEMENT EN ENDURANCE

Au cours de ces deux dernic¢res décennies, la transplantation cardiaque est passé¢ d’un stade
expérimental a un stade thérapeutiquement reconnu dans la prolongation de la durée de vie
des patients IC séveres. Avec les progres spectaculaires réalisés dans les techniques de
préservation d'organes, de chirurgie et de prise en charge des traitements antirejets, la survie a
court terme des sujets transplantés cardiaques ne représente plus un objectif primaire. Le
résultat désiré par les procédures actuelles est un retour a un style de vie fonctionnel avec une

vie normale. Pour atteindre cet objectif, une réadaptation physique efficace est essentielle.

1. EFFETS DE L’ENTRAINEMENT EN ENDURANCE SUR LA CAPACITE A L’EXERCICE

Les effets de I’entrainement en endurance des sujets TC ainsi que les diverse modalités et
durées des programmes de réentrainement utilisés sont résumés dans le tableau 4.

Trés tot, plusieurs études ont montré que I’entrainement en endurance induisait une
amélioration des capacités physiques des sujets TC. Cette amélioration se traduit par
augmentation significative de leur VO. pic, comprise entre 10 et 30% (Kavanagh et al. 1988;
Keteyian et al. 1991; Lampert et al. 1998). Une étude a méme rapporté une augmentation de
52% de la VO pic apres une période d’entrainement de seize mois (Kavanagh et al. 1988).
Toutes ces etudes antérieures ont cependant observe que ces valeurs de VO2 pic obtenues
chez les sujets TC entrainés, restaient inférieures a celles des sujets sains contréles (Mandak
et al. 1995). Toutefois, Richard et collaborateurs ont rapporté dans leur étude des valeurs de
VO> pic proches des valeurs prédites de sujets sains controles (Richard et al. 1999). Tres
récemment Kavanagh et collaborateurs ont étudi¢, au cours d’un suivi de douze ans,

I’influence a long terme d’un entrainement en endurance de sujets TC, effectué sur une
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période de seize mois. IIs ont montré qu’aprés un gain de 26% de la VO2 pic induite par
I’entralnement, on observait comme chez les sujets sains controles, une diminution
progressive de 0.39 ml/min/kg chaque année, li¢e a 1’age (Kavanagh et al. 2003).

Outre la VO pic, une augmentation du méme ordre de la VO au seuil ventilatoire et une
augmentation de 15 a 52%de la puissance maximale tolérée (PMT) ont été également
rapportees (Kavanagh et al. 1988; Lampert et al. 1998).

Les mécanismes de cette limitation des capacités physique des sujets TC, méme apres
entrainement sont encore mal connus. La dénervation cardiaque, avec une cinétique de
fréquence cardiaque retardée, et la dysfonction diastolique ont également été évoqués (Braith
and Edwards 2000).
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Tableau 4: Effets de I’entrainement en endurance des sujets transplantés cardiaques

(d’aprés Braith et al 2000).

Etudes

Description de I’entrainement

Résultats de ’entrainement

N Durée | Duré | séance | Type | PMT | VOzpic | FCrepos | FCmax | Force | Autres
pG e (%) (%) (%) (%) (%) | résultats
Kavanagh . 16 | 5/sem |
36 7 mois ) | aérob | +49 +19 -4 +9 +24%SV
1988 mois | 45 min
Keteyian 12 12-15 10 2- +17%
1991 (+5ctr) | sem sem | 3/sem |aérob +17 +4 +14 VEM
32min
Kobashi- 14 6 17 | aérob
gawa (+13ct) | 2sem _ |=230min| IM +59 +49 +10 +23 | +125
mois
1999
Geny 11
7 _ | 6sem| 2/sem |PEPC| +15 +12 -7 +3
1996 mois
Ehrman 25 3/sem | +13%
11 ~ |9sem | aérob +12 +9
1992 mois 32 min VO, SV
Saini 10.6 3/sem
7 ~ | 6sem | PEPC| +36 -10
1995 mois 45min
Lampert Ttps lact
8 >lan |6sem| 3/sem |PEPC| +17 +17
1996 i’lactpic/FE
Charloux 18 PEP’
6 | 6sem| 2/sem +7 VO, sV
1997 mois C
Lampert 12 +23%
6sem| 3/sem |PEPC +11 ns ns
1998 (+7ctr) VO,SV
Zhao 13.2 +28%
11 ~ |6sem| 3/sem |PEPC| +15 +10
1998 mois VO,SV

VOzpic(ml/min/kg): consommation maximale d’oxygéne; PMT (Watt):puissance maximale

tolérée; N: nombre de sujets; Durée pG: durée post-greffe; IM: intensité modérée; aérob:

aérobie ; PEPC : programme d’entrainement personnalisé en crénaux.

2. EFFETS DE L’ENTRAINEMENT EN ENDURANCE SUR LE PHENOTYPE MUSCULAIRE

A ce jour, une seule étude de notre équipe a étudié les effets d’un programme de
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réentrainement en endurance a court terme, sur le phénotype musculaire des sujets TC
(Lampert et al. 1998). Dans cette étude, les auteurs ont comparé des parameétres d’histologie
ultrastructurale quantitative, caractérisant les capacités oxydatives du tissu musculaire de
sujets TC et de sujets témoins appariés, observés avant et aprés entrainement. L’évolution
spontanée de ces parameétre au cours du temps a également été étudié chez des sujets TC ne
désirant pas s’entrainer. Les résultats ont montré que la densité volumétrique des
mitochondries, déja préservée chez ces sujets (voir la section « altérations périphériques apres
transplantation cardiaque »), augmente apres entrainement, comme chez les sédentaires sains.
Cette modification n’est pas due a une évolution spontanée de ce paramétre. L’augmentation
de la densité mitochondriale observée au cours de cette étude était plus importante au niveau
des mitochondries sous-sarcolemmales (+74% et +70% respectivement chez les greffés et les
témoins). Les mitochondries interfibrillaires quant a elles, étaient moins affectées par cet
entrainement en endurance (+16% et +24% respectivement chez les greffés et les témoins).
D’autre part, une corrélation entre 1’augmentation de la densité mitochondriale et celle de la
VO pic a été également observée. Sur le plan microvasculaire, le nombre de capillaires /fibre,
déja diminué chez le sujet TC par rapport au sujet normal (voir également la section
« altérations périphériques apres transplantation cardiaque »), n’augmente pas chez les sujets
TC alors qu’il augmente chez les témoins.

Dans son ensemble, ces résultats étaient concordants avec les bénéfices précédemment
observés au niveau de la capacité a I’exercice des sujets TC (Kavanagh et al. 1988; Keteyian
et al. 1991; Lampert et al. 1998). Ceci montre que malgré le traitement immunosuppresseur,
I’augmentation adaptative du contenu mitochondrial du muscle a lieu normalement chez le

sujet TC, comme déja décrit chez le patient IC (Hambrecht et al. 1995).

La persistance de la limitation physique, méme aprés entrainement, démontre que les
facteurs périphériques (Meyer et al. 1990; Kao et al. 1994), principalement liés au
déconditionnement du muscle squelettique pendant la période de pré-transplantation
(Drexler et al. 1992), ne sauraient a eux seuls expliquer la persistance du handicap
Physiques des sujets TC. Par ailleurs, la possibilité d’une persistance des anomalies
musculaires périphériques aprés entrainement pourrait renforcer I’hypothése de action
delétére des immunosuppresseurs et poser la question de la sensibilité du muscle entrainé a
la ciclosporine. D’autre part, I’absence d’adaptation au niveau de la capillarité suite a un
entrainement en endurance, pose également le probleme des interactions entre les

immunosuppresseurs (la ciclosporine notamment) et la régulation de I’angiogénése d’une
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part et les mécanismes de la vasoconstriction d’autre part. Cependant, la fonctionnalité de
cette densité mitochondriale préservée chez le transplanté d’une part et les effets d’un

programme d’entrainement sur cette derniére d’autre part, n’a jamais été étudiée chez ces
sujets TC.
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OBJECTIFS SCIENTIFIQUES

Depuis la maitrise des phénomeénes de rejet par ’utilisation des immunosuppresseurs tels que
la ciclosporine A, la transplantation cardiaque a pris une place maintenant bien codifiée dans
I’arsenal thérapeutique appliqué a I’insuffisance cardiaque sévére. Elle permet a ce jour, de
corriger la perte de la fonction cardiaque de facon durable avec un taux de survie supérieur a
60% a 10 ans. Cependant, malgré la normalisation de la plupart des valeurs hémodynamiques
et de oxygénation, les transplantés cardiaques (TC) présentent une limitation a I’effort
physique qui affecte leur qualité de vie. Ce handicap se caractérise par une réduction moyenne
de 35 a 50% de leur capacité a I’exercice maximal, par rapport a celle de sujets normaux.
L’origine de cette limitation physique reste encore discutée. Initialement, la plupart des
auteurs ’attribuaient & une cause centrale, notamment 1’incapacité du greffon a augmenter
normalement sa fréquence cardiaque a I’effort, du fait de la dénervation cardiaque. Plus
récemment, la mise en évidence de nombreuses anomalies musculaires, a permis de
reconnaitre I’importance de la part périphérique dans ce handicap. Néanmoins, les
mécanismes responsables de ce dysfonctionnement périphérique aprés transplantation
cardiaque restent encore a élucider. Plusieurs hypothéses, telles que le déconditionnement,
I’excés de sécrétion d’hormones vasoconstrictrices, la persistance apres transplantation des
anomalies liées a I’insuffisance cardiaque, les effets déléteres des immunosuppresseurs, et les
anomalies de la réactivité microvasculaire, ont ¢été émises pour tenter d’expliquer ces
anomalies musculaires périphériques des TC. Notre équipe a, par le passé, réalisé deux études,
dont la premiére a porté sur I’analyse de I’ultrastructure du muscle squelettique des TC, et la
seconde, sur les modifications ultrastructurales induites par I’entrainement en endurance sur le
muscle squelettique des TC. Nous avions montré que la densité volumétrique des
mitochondries du muscle squelettique était normale apres transplantation cardiaque, mais
qu’elle n’était pourtant pas corrélée a la consommation maximale d’oxygéne (VO2pic) de ces
sujets, contrairement a ce qui était observé chez les sujets normaux. Par contre, une
diminution de la densité capillaire de ces muscles avait ét¢ mise en évidence. L’entrainement
en endurance induisait une augmentation de la densité mitochondriale alors qu’il était sans
effet sur la densité capillaire. Ces résultats tendaient a étayer I’hypothése d’une altération de
la fonction mitochondriale (qui pourrait étre compensée par une augmentation du nombre de
mitochondries) et une diminution de la microcirculation des muscles squelettiques, comme
mécanisme du handicap physique du TC. L’ensemble de ces observations était compatible

avec un effet délétere de la ciclosporine. Nous avions aussi montré, plus récemment, que le

96



Sandimmun (la formulation clinique de la ciclosporine A) avait un effet négatif sur les
capacités oxydatives des muscles striés de rats. Cet effet, via l’inhibition de certains
complexes de la chaine respiratoire mitochondriale, pouvait étre entiérement attribué a son
excipient (le Crémophor EL), lui-méme déja connu pour ses effets néfastes sur de nombreux
tissus. Finalement, tous ces résultats étayent 1’hypothése d’un effet délétere du traitement
immunosuppresseur par la CsA sur les muscles striés des TC. Cependant les caractéristiques
fonctionnelles intrinséques des mitochondries musculaires, les effets déléteres de la
ciclosporine sur ces organites et 1’adaptation fonctionnelle des mitochondries a
I’entrainement, n’ont jamais été étudiés chez ces sujets TC.

L’objectif de cette thése s’inscrit dans le cadre général de la compréhension des mécanismes
physiopathologiques de I’incapacité a I’effort des TC et dans celui de la prévention de cette
incapacité. Nous nous sommes en particulier attachés a 1’élucidation des parts respectives des
immunosuppresseurs et du déconditionnement dans cet handicap physique. Nos principaux
objectifs étaient donc :

De caractériser les capacités oxydatives des muscles squelettique et cardiaque des sujets TC
sous traitement immunosuppresseur.

D’étudier, de fagon spécifique, les effets délétéres de la ciclosporine A et d’évaluer
séparément les effets des différents constituants de sa formulation clinique, le Sandimmun,
sur la fonction mitochondriale des muscles squelettique et cardiaque des TC.

De déterminer les modifications et les mécanismes d’adaptations cellulaires induites par un
programme d’entrainement en endurance sur le phénotype contractile et métabolique et sur les
systemes de transfert d’énergie du muscle squelettique des TC.

Pour ce faire nous avons appliqué la technique des fibres perméabilisées a la saponine a
I’¢tude de la fonction mitochondriale sur biopsies musculaires humaines. Nous avons
également étudié et comparé différents protocoles de mesure de la respiration mitochondriale
et de sa régulation, afin de déterminer lesquels étaient les mieux appropriés pour répondre aux

questions posées.
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MATERIEL ET METHODES

Toutes les méthodes concernant les muscles striés humains et animaux ont été décrites dans

les publications qui ont fait I'objet de cette thése.

I. DESCRIPTION DES EXPERIMENTATIONS

A. LES ANIMAUX

L’étude sur la détermination des effets propres de la molécule de ciclosporine, ne pouvant étre
envisagée chez I’homme, elle a été réalisée sur des rats. Pour ce faire, 14 rats Wistar (~2500Q)
dont 6 ont recu, par gavage oral, de la ciclosporine dissoute dans de 1’éthanol et 8 ont recu

uniquement de 1’éthanol, pendant 4 semaines.

B. SUJETS

1. NORMAUX

Un groupe de 10 sujets sains, composé de 6 sujets seédentaires (50.2+1.8 ans;
VOomax=29.5+1.3ml/min/kg) et 4 sujets actifs (47.4+4.0 ans ; VO,max=41.5£4.7ml/min/kg)
ont participé a notre étude et nous ont permis dans un premier temps de mettre au point des
protocoles de mesure de la respiration mitochondriale sur des fibres musculaires humaines

perméabilisées a la saponine (Veksler et al. 1987).
2. PATIENTS INSUFFISANTS VALVULAIRES CARDIAQUES ET PATIENT MYOPATHE.

Lors d’opérations de remplacement de la valve aortique ou mitrale, nous avons obtenu des
biopsies cardiaques de 2 patients souffrant d’insuffisance aortique aigué et 2 autres
d’insuffisance mitrale aigué. Ces patients avaient une fraction d’¢jection ventriculaire gauche
normale et leurs biopsies ventriculaires ont été considérées comme normales. Elles nous ont
permis avec une biopsie réalisée chez un patient souffrant d’une myopathie non définie, de

réaliser notre étude préliminaire.
3. SUJETS TRANSPLANTES CARDIAQUES

Un groupe de 23 sujets TC (19 hommes et 4 femmes ; 54.5+3.2 ans ; VO2max = 22.0+2.0
ml/min/kg) a participé a nos études sur la détermination des effets du traitement

immunosuppresseur et de I’entrainement, dans le cadre du suivi classique apres
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transplantation et d’un projet soutenu par ’INSERM (1998-2002). Ces sujets ne présentaient
aucun signe particulier de rejet ou d’infection au moment de 1’étude qui se situait & une
période de 9+1 mois apres transplantation. Leur traitement immunodépresseur comprenait de
la ciclosporine (Néoral, 252+19 mg/jour) et de la prednisone (18+4mg/jour). Quelques uns
étaient traités pour hypertension et recevaient des bloqueurs de canaux calciques et du
furosémide. Seulement trois de nos sujets n’ont pu achever notre étude, respectivement pour
raison de rejet aigu, de myopathie ou de sciatique. Parmi les 20 restants, 12 ont accepté de

participer a I’étude sur le réentrainement.

C. MESURES DES PARAMETRES A L’EXERCICE

Les protocoles d’étude ont été approuvés par le comité d’éthique local. Grace a une entrevue
préliminaire et au remplissage du questionnaire de Baecke modifié (Baecke et al. 1982;
Bigard et al. 1992), nos sujets sains ont été répartis en 3 groupes. 1) les sédentaires qui ne
réalisent aucune activité physique, ni durant leur vie professionnelle, ni durant leurs loisirs ;
2) les actifs, qui réalisent des activités physiques soit durant leur vie professionnelle, soit
durant leurs loisirs, 3) les sportifs, qui sont impliqués dans un programme d’entrainement en
endurance de fagon réguliere depuis plusieurs années. L’indice de Baecke est ainsi inférieur a
6 chez les sujets sédentaires, entre 6 et 8 chez les actifs et supérieur a 8 chez les sportifs. Les
transplantés cardiaques seront eux comparés a des sujets sains sédentaires ou actifs similaires
en ages et en poids.

Les sujets ont tous bénéficié d’une épreuve d’effort a charge croissante sur ergocycle. Des
paliers de 20 watts toutes les deux minutes, permettent d’épuiser les sujets au bout de 10-15
minutes d’effort. Les échanges gazeux sont déterminés pendant tout ’exercice, avec
notamment les mesures de :

- la consommation d’O2 (VO>) au seuil ventilatoire et au maximum de 1’exercice (VO2max)

- la production de CO2

- le quotient respiratoire (VCO2/VOy).

Chez tous les sujets, le seuil ventilatoire (qui correspond au seuil lactique) correspond au
point ou il y a une activation accrue du métabolisme anaérobie (glycolyse anaérobie). Cette
activation accrue de la glycolyse entraine une accumulation d’acide pyruvique qui va étre
transformé en acide lactique, provoquant l’augmentation du débit ventilatoire afin de
compenser 1’acidose métabolique. Les sujets arrétent I’exercice lorsqu’ils ne sont plus
capables de soutenir une fréquence de pedalage de 50-60 rotations/minute et lorsque le

quotient respiratoire est supérieur a 1.1, ce qui nous permet de penser que la VO2 pic est
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proche de la VOz,max. Des micro-échantillons sanguins, pour le dosage du lactate, ont été
prélevés au lobe de 'oreille, a la fin de I’exercice et toutes les minutes pendant les cing
premieres minutes, lors de la phase de récupeération passive. La valeur maximale de lactatémie
mesurée a eté définie comme le pic de lactate (Lactate pic). Ces paramétres vont permettre a
la fois de bien caractériser les capacités a I’exercice des sujets et d’évaluer la limitation a

I’exercice des transplantés cardiaques.

D. PROGRAMME D’ENTRAINEMENT PERSONNALISE EN CRENEAUX (PEP’°C)

Le principe de ce type d’entrainement proposé par Gimenez (Gimenez et al. 1982a; Gimenez
et al. 1982b; Gimenez et al. 1982c) repose sur celui de “I’interval training”. L’entrainement en
créneaux consiste a alterner régulierement des périodes d’effort en résistance et en endurance
recréant ainsi une situation comparable a celle rencontrée dans la plupart des sports ou des
activités physiques de durée prolongée. Ce type d’effort combine donc les effets des périodes
d’activité¢ “a forte mobilisation des stocks d’ATP” et des périodes de récupération active ou
les réserves sont en partie restaurées par les voies métaboliques glycolytique et aérobie. Cet
entrainement est destiné a améliorer les conditions physiques des sédentaires, des sportifs et
méme des sujets transplantés cardiaques.

Le programme comprend trois sessions de 45 minutes par semaine pendant 6 semaines. Le
test en lui-méme comporte neuf créneaux de cing minutes dont les quatre premiéres minutes
sont réalisées a une charge correspondant au premier seuil ventilatoire (SV1) appelé « base »
suivies d’une minute a une charge correspondant a 90% de la Puissance Maximale Tolérée
(PMT) appelée «pic ». Lorsqu’une baisse d’environ 10% de la fréquence cardiaque (FC)
« cible » (fréquence cardiaque observée lors du PEPC initial) est observée, la charge est
augmentée d’un incrément pour maintenir la méme FC obtenue lors de la premiere session.

Cette augmentation de la charge se fait alternativement au niveau de la base ou au niveau du

pic.

E. BIOPSIES MUSCULAIRES

Les échantillons musculaires du vaste externe, d’environ 100 mg, sont prélevés sous
anesthésie locale, grace a la technique de Bergstrom. Une partie de cet échantillon est
congelée dans I’azote liquide pour les études ultérieures d’enzymologie et de biochimie tandis
que 1’autre partie de ce matériel frais est utilisée pour 1’étude des paramétres de la respiration
mitochondriale.

Les éechantillons de ventricule droit de 3 a 6mg environ ont été obtenus, par prélevement
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direct sur le greffon au moment de la transplantation, et dix mois apres, par cathétérisation
cardiaque, aprés ponction de veine jugulaire sous anesthésie locale, grace a la technique
endovasculaire de Caves et Schultz (Caves et al. 1975).

II. TECHNIQUES D’ETUDE DE LA RESPIRATION MITOCHONDRIALE

A. PRINCIPE DE LA POLAROGRAPHIE

La polarographie est une technique permettant de visualiser la consommation d’oxygene dans
une enceinte close. Elle utilise une électrode constituée d’un couple platine-argent, immergée
dans une solution saturée de KCI (électrode de Clark). Une différence de potentiel de 0,6-0,7
est appliquée entre ’anode (électrode en argent) et la cathode (électrode en platine) ce qui
entraine leur ionisation et la création d’un courant. L’intensité de ce courant est liée a la
conductance entre 1’électrode de platine, le pont KCl et 1’¢électrode en argent. Elle est
directement proportionnelle a la concentration en oxygéene du milieu. En effet, plus il y a
d’oxygene dans le milieu et meilleure est la conductance (diminution de la résistance).
Finalement, la variation d’intensité est transformée en une variation de voltage pour pouvoir
donner un signal enregistrable. La solution contenant les fibres perméabilisées a la saponine
est séparée du couple platine-argent par une fine membrane en Téflon ne laissant passer que
I’oxygeéne. On enregistre la vitesse initiale de respiration (Vi) qui représente 1’oxygéne
consommé par les électrodes. Vi est retranchée de I’ensemble des vitesses de respiration. Les
chaines respiratoires des mitochondries vont étre activées par 1’addition d’ADP et 1’oxygene
présent dans le tampon va commencer a étre consommeé, ce qui va entrainer une diminution de
I’intensité du courant. La diminution de quantit¢ d’oxygene du milieu va donc se traduire a
I’€cran par une courbe décroissante.

Environ tous les mois, les membranes en téflon ainsi que la solution saturée de KCI sont
renouvelées. Avant chaque expérience les électrodes sont calibrées, afin de s’assurer de leur
bon fonctionnement, mais également pour définir la concentration maximale d’oxygene (a la
pression atmosphérique et a 22°C) attendue au début de I’expérience. La valeur de 270
umoles d’oxygeéne/l d’eau distillée est retenue. La calibration de cette valeur est précédée de
celle du point zéro grace a une solution d’eau distillée contenant du sulfite de sodium qui

consomme I’ensemble de I’oxygene présent dans la chambre.
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B. MATERIEL

Des électrodes de Clark sont utilisées pour la mesure de la consommation d’oxygene dans des
chambres hermétiques thermostathées a 22°C et sous agitation. Une interface connecte les
¢lectrodes a un programme informatique d’acquisition qui permet le traitement des données.
L’oxygraphe est un «Strathkelvin instruments 928 6-Channel system ».

Pou les solutions : Voir I’article en référence 1 de la liste des publications faisant 1’objet de

cette theése.

C. TECHNIQUE DES FIBRES MUSCULAIRES PERMEABILISEES A LA SAPONINE.

La description détaillée de cette technique, ses avantages et limites, la comparaison des
différents protocoles d’étude de la respiration mitochondriale, et une revue compléte de la

littérature, ont fait I’objet d’une publication (voir la premiére partie des résultats).

II1. METHODES D’ETUDE IN VITRO

L’¢étude de la respiration mitochondriale des tissus musculaires permet d’avoir une bonne
mesure de leurs capacités oxydatives. La caractérisation du profil métabolique et contractile

musculaire necessite des études in vitro complémentaires.

A. CARACTERISATION DU PROFIL METABOLIQUE

Elle a été réalisée en collaboration avec 1’équipe de R. Ventura-Clapier de 1’'unité INSERM
U446 a Chatenay-Malabry. Aprés homogéneisation des tissus, les activités enzymatiques de la
Citrate-synthase (CS), du cytochrome-c oxidase (COX), de la créatine kinase (CK) et de la
lactate déshydrogénase (LDH), ont été déterminées par spectrophotométrie en utilisant des
systétmes d’enzymes couplés. Les isoformes de la créatine kinase et de la lactate
déshydrogénase ont été séparées par €lectrophorese sur gel d’aga rose et quantifiées par un

systéme d’analyse d’image (Veksler et al. 1995; Ventura-Clapier et al. 1995).

B. CARACTERISATION DU PROFIL CONTRACTILE

Elle a été réalisée en collaboration avec 1’équipe de X. Bigard au centre de recherche du
Service de Sante des Armées (CRSSA) a La Tronche. Les myosines des muscles ont été
extraites et les isoformes des chaines lourdes de myosines (MHCs) séparées par
électrophorese sur gel de polyacrylamide puis quantifiées par densitométrie. Ceci permet de
déterminer le phénotype contractile par méthode quantitative (Talmadge & Roy 1993;
Agbulut et al. 1996).
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C. DETERMINATION DES EFFETS AIGUS DE LA CICLOSPORINE A ET DE SON EXCIPIENT

Nous avons utilisé le Sandimmun, forme clinique de la ciclosporine A. Cette formulation
contient 50mg/ml of CsA dilué dans un excipient composé a 2/3 de Crémophor EL et 1/3
d’éthanol (v/v). Afin de déterminer les effets spécifiques de chaque constituant du
Sandimmun, diverses formulations ont été étudiées: 1) le Sandimmun, 2) I’excipient complet,

3) la molécule de CsA diluée dans 1’éthanol, et 4) I’éthanol seul.
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RESULTATS

I. EVALUATION DE LA FONCTION MITOCHONDRIALE DES MUSCLES
SQUELETTIQUE ET CARDIAQUE HUMAINS.

A. PRESENTATION
Depuis longtemps reconnue comme principale source de production de 1’énergie cellulaire, la

mitochondrie joue un rdle central dans le métabolisme des tissus a intense activité
métabolique tels que les muscles squelettique et cardiaque. Leur implication directe, par un
dysfonctionnement de 1’organite, ou indirecte en constituant une cible pour certaines
altérations systémiques primaires, a été mise en évidence dans plusieurs pathologies. En
conséquence, les techniques et les protocoles permettant 1’étude des propriétés
mitochondriales, présentent une importance physiologique et physiopathologique. Cependant,
malgré des progrés significatifs dans ce domaine, les premieres méthodes utilisées étaient,
pour la plupart, indirectes et difficiles a appliquer chez ’homme, avec le risque majeur d’une
comprehension incompléte de la fonction mitochondriale et de sa régulation.

Il'y a un peu plus de 15 ans, Veksler et collaborateurs mettaient au point, chez 1’animal, une

nouvelle méthode pour étudier la fonction mitochondriale musculaire. Cette nouvelle

technique était basée sur la perméabilisation sélective du sarcolemme par une faible
concentration de saponine et offre plusieurs avantages. Cependant, les études utilisant cette
technique chez I’homme sain ou malade, restent trés peu nombreuses et n’ont exploré, a ce
jour, qu’un aspect limité des avantages liés cette méthode. Nous avons donc adapté cette
technique d’exploration de la fonction mitochondriale a des biopsies musculaires humaines,
en utilisant les différents protocoles de respiration précédemment mis en ceuvre chez 1’animal.

Le but de cette étude est:

1) de décrire en détail la technique de la fibre perméabilisée a la saponine,

2) de comparer, a partir de nos résultats sur divers échantillons musculaires humains, les
mesures de consommation d’oxygeéne obtenues par les différents protocoles de respiration
mitochondriale,

3) de faire une revue de la littérature sur les études faites dans ce domaine chez I’homme.

Nous présenterons des parameétres quantitatifs et qualitatifs de la fonction mitochondriale sous

diverses condition physiologique (activité physique) et physiopathologiques (myopathie).

Cette étude comparative nous permettra également de donner les avantages et les

inconvénients de chacun des différents protocoles d’investigation de la respiration

mitochondriale et pourrait servir de “manuel de guide” pour la recherche en ce domaine.
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B. RESULTATS

Ces résultats ont fait 1’objet d’un article sous presse au journal “Molecular and Cellular

Biochemistry”.

C. DISCUSSION

Nous avons montré dans cette étude comment la technique des fibres perméabilisées a la
saponine pouvait étre appliquée avec succes a la détermination polarographique des propriétés
intrinseques réelles des mitochondries; et comment le choix des différents protocoles de
mesure de la respiration mitochondriale, est important pour une meilleure détermination de la
fonction mitochondriale de petits échantillons musculaires humains. Une revue de la
littérature montre que les principaux objectifs visés par la plupart des études antérieures
¢taient la détermination des effets mitochondriaux de I’exercice ou de 1’entrainement chez des
sujets sains, l’investigation clinique des altérations mitochondriales potentielles chez des
patients, la compréhension des mécanismes de 1’activation de la phosphorylation oxydative.
Pour répondre a ces différentes questions posées, des protocoles variés ont été utilisés,
parfois méme pour une méme question donnée. Nous avons décrit et comparé tous les
parameétres obtenus par les principaux protocoles de mesure respiratoire, et avons pu mettre en
évidences que certains protocoles étaient mieux appropriés que d’autres pour évaluer les
aspects quantitatifs et/ou qualitatifs de la fonction mitochondriale, c’est a dire la
détermination des capacités oxydatives, la caractérisation du type de controle de la respiration
mitochondriale, la détermination d’altérations au niveau de la chaine respiratoire. Nous avons
ainsi démontré que:

- le protocole A (utilisant seulement 2 ajouts d’ADP séparés par 1’addition de créatine) est
mieux adapté pour les échantillons de trés petite quantité et permet d’évaluer les aspects
quantitatifs (Vo et Vmax) et d’estimer les aspects qualitatifs (Km et %Cr, ACR) de la
fonction mitochondriale. Toutefois, il faut savoir que dans ce protocole, le Km pour
I’ ADP est sous-estime dans les muscles a capacité oxydative élevee.

- Le protocole B (en absence de créatine) et le protocole C (en présence de créatine),
utilisant des ajouts successifs et croissants d’ADP, permettent, en plus des parametres
quantitatifs, de déterminer la sensibilité réelle a I’ADP de la population de mitochondries,
ainsi que le role fonctionnel réel de la CK mitochondriale dans la production et le transfert
de I’ATP.

- Le protocole D (utilisant divers substrats et inhibiteurs de la chaine respiratoire) permet

d’étudier de maniére isolée, 1’activation de la respiration mitochondriale par quelques
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complexes spécifiques de la chaine respiratoire et donc de mettre en évidence

d’éventuelles altérations de ces derniers.
La connaissance précise de ces avantages et de ces inconvénients, pour chaque protocole
utilisé, est donc nécessaire et le choix des protocoles est d’autant plus important que ’on
s’intéresse a la fonction mitochondriale de tissus musculaires déja altérés par des pathologies.
En conclusion, nous avons montré que la technique d’étude de la fonction mitochondriale sur
fibres perméabilisées a la saponine, est une bonne alternative a I’isolation des mitochondries.
Cette nouvelle approche, qui consiste a étudier les mitochondries dans leur environnement
naturel en maintenant leurs interactions avec le cytosquelette, présente plusieurs avantages,
dont celui de travailler sur de petits échantillons tissulaires tels que les biopsies musculaires
humaines. Cependant, comme nous avons pu le montrer dans cette étude, une connaissance
appropriée et une standardisation des différents protocoles de respiration utilisés, est
nécessaire pour une meilleure évaluation des parametres quantitatifs et qualitatifs de la
fonction mitochondriale, et pour une meilleure comparaison des différents résultats de la
littérature.
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Il. EFFET MITOCHONDRIAL D'UN TRAITEMENT IMMUNOSUPPRESSEUR PAR
UNE FORMULATION DE CICLOSPORINE A SUR LES MUSCLES
SQUELETTIQUE ET CARDIAQUE DU SUJET TC

A. PRESENTATION

La ciclosporine A (CsA) représente la base de la plupart des traitements immunosuppresseurs
utilisés en transplantation clinique. Cependant, d’important effets secondaires sont liés a son
utilisation, malgré I’avancée spectaculaire qu’a entrainé son introduction dans les traitements
antirejet. Chez I’animal, de nombreuses ¢études ont attribué¢ a la CsA un role majeur dans la
diminution de la respiration mitochondriale de divers tissus. De plus, le traitement de rats
sains par la CsA entraine non seulement une diminution de la respiration mitochondriale du
muscle squelettique, mais également une réduction du temps d’endurance de ces animaux.
Ceci suggere que la CsA pourrait affecter la fonction mitochondriale des muscles locomoteurs
et par conséquent contribuer a la limitation de la performance physique décrite chez les sujets
transplantés.

Chez le sujet transplanté cardiaque (TC), malgré la normalisation du transport central de
I’oxygene, et une nette amélioration des capacités a 1’exercice, des anomalies musculaires
persistent et semblent méme empirer dans le période post-opératoire précoce. Ces anomalies
musculaires ont eté suspectées de contribuer & la réduction de la capacité a 1’exercice
observée chez ces sujets. La plupart des auteurs ont donc émis I’hypothése que la CsA
pourrait €tre responsable du handicap physique des TC. D’autre part, une toxicité de la CsA a
été suspectée dans le dysfonctionnement du métabolisme énergétique cardiaque, et dans
I’induction d’une fibrose interstitielle associée a une altération des structures mitochondriales
du greffon.

Dans la majorité des études antérieures, la CsA était généralement dissoute dans divers
excipients a cause de ses propriétés hydrophobes. Cependant, le Crémophor, principal
excipient dans la formulation clinique de la ciclosporine, a largement été décrit dans la
littérature pour ses effets toxiques aigus sur de nombreux types cellulaires. Il est donc
impératif de déterminer séparément, les effets dus a I’excipient et ceux dus a la molécule
active de CsA elle-méme.

Chez I’homme, la fonction mitochondriale des muscles squelettique et cardiaque, de méme
que les potentiels effets toxiques du traitement immunosuppresseur aigu ou chronique par
CsA, n’ont jamais été étudiés. L objectif de cette étude était : 1) de déterminer les capacités
oxydatives des muscles ventriculaire droit (VD) et Vaste externe (VE), dix mois apres

transplantation, et de les comparer a celles obtenues au moment de la greffe; 2) d’étudier
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séparément, les effets pharmacologiques aigus du Sandimmun et de ses composants, sur ces
capacités oxydatives et ; 3) d’étudier I’influence de cet excipient sur certains complexes de la

chaine respiratoire.

B. RESULTATS

Ces résultats font I’objet d’un article soumis au “Journal of the American College of

Cardiologie”.

C. DISCUSSION

Nous avons montré que dix mois apres la transplantation, la capacité a 1’exercice est encore
limitée puisque leur pic de VO n’atteint que 70% des valeurs prédites. Curieusement, les
capacités oxydatives des muscles striés sont légérement augmentées par rapport aux valeurs
initiales du moment de la greffe. Ainsi, la fonction mitochondriale intrinseque des muscles
cardiaque et squelettique des sujets TC n’est pas modifiée par la trithérapie
immunosuppressive. Ces données sont en accord avec celles relatives a une préservation de la
densité mitochondriale trouvée dans le muscle squelettique des sujets TC. Cependant, elles
semblent en apparente contradiction avec les études antérieures qui ont montré une
diminution de I’activité citrate synthase, une augmentation de la déplétion en phosphocréatine
et une diminution de la vitesse de resynthése de I’ATP, suggérant que les propriétés
oxydatives du muscle squelettique des sujets TC sont altérées. Ces résultats métaboliques
peuvent étre expliqués par le fait que de nombreuses enzymes du cycle de Krebs et de la
PHOSPHOX tels que la COX et la CS, fonctionnent largement au dessus de leur seuil
d’activité et ne sont pas limitantes pour la respiration mitochondriale. Ainsi, une diminution
de l’activité de ces enzymes n’implique pas nécessairement une diminution globale de la
fonction oxydative. Nos résultats s’inscrivent également dans la continuité d’une préservation
des capacités oxydatives du muscle squelettique chez les patients IC.

Concernant la fonction mitochondriale du cceur greffé, nous avons montré que dix mois apres
transplantation cardiaque, les capacités oxydatives du muscle cardiaque ne sont pas modifiées
malgré le traitement antirejet. Cette étude ne nous permet pas de dire si la capacité oxydative
déterminée sur le greffon est similaire a celle des sujets sains. Cependant, puisque le cceur du
donneur est généralement considéré comme sain, la fonction mitochondriale du greffon
semblerait normale au moment de la transplantation et resterait donc préservée malgré la
thérapie immunosuppressive. Ces résultats suggerent que les capacités oxydatives musculaires

des sujets TC sembleraient intactes, et qu’une altération de la fonction mitochondriale ne
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saurait étre la cause majeure de leur handicap physique.

Par la suite, nous avons entrepris d’étudier les effets aigus d’une formulation de CsA, le
Sandimmun, sur la réponse mitochondriale des muscles cardiaque et squelettique des sujets
TC. Nos résultats montrent que le Sandimmun induit une diminution de la respiration
mitochondriale des deux muscles. Toutefois, la part de I’excipient n’a pas toujours été
¢valuée. L’excipient de la CsA se compose du Crémophor dont la toxicité n’est plus a
discuter. Nous démontrons dans cette étude que les effets déléteres du Sandimmun sont
entierement attribuables a une toxicité du Crémophor et non a la molécule active de CsA. Des
résultats similaires obtenus chez 1’animal ont été antérieurement rapportés par notre équipe.
Nous avons déterminé les sites d’action de 1’excipient sur la chaine respiratoire
particulierement sur les complexes I, -1l et/ou —IV. Les résultats obtenus vont dans le sens
d’une inhibition massive du complexe I tandis que le complexe II n’est pas altéré. Le
complexe IV quant a lui ne présente qu’une légere altération significative dans le muscle
cardiaque et pas dans le muscle squelettique. L’implication de la voie d’inhibition sélective
des activités de certains complexes de la chaine respiratoire, et sa tissu-spécificité, ont
également été mises en évidence chez I’animal. Dans le cceur, les complexes I et [V semblent
impliqués dans I’inhibition de la respiration mitochondriale, tandis que dans le muscle
squelettique, seul le complexe | serait impliqué. Ce dernier représente en effet, une importante
étape limitante dans le contrble de la respiration mitochondriale des tissus musculaires,
contrairement au complexe 1V qui est présent en exces.

En conclusion, nos résultats montrent qu’il est peu probable que la fonction mitochondriale
musculaire des sujets TC soit affectée par 1’administration de faibles doses de CsA.
Cependant, il existe certaines situations cliniques dans lesquelles une augmentation des doses
de CsA est nécessaire. Cette augmentation peut entrainer une élévation des concentrations
plasmatiques de I’excipient, a laquelle peut étre exposé le tissu musculaire de ces sujets. Ceci
suggére que les mécanismes impliqués dans la limitation a 1’effort des sujets TC sont

principalement extramitochondriaux et doivent opérer en amont de cet organite.
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I1l. DETERMINATION DES EFFETS PROPRES DE LA MOLECULE DE
CICLOSPORINE A SUR LA FONCTION MITOCHONDRIALE MUSCULAIRE DE
RATS

A. PRESENTATION

Il est aujourd’hui bien établi que la CsA inhibe directement la calcineurine, une enzyme
capable d’activer le facteur de transcription NFAT récemment impliqué dans I’expression du
phénotype musculaire de type lent. La comparaison des rats traités par la CsA dissoute dans
’éthanol (CsA per se) avec les rats controles (traités par 1’éthanol seul) a montré, au niveau
de la composition en MHC (les chaines lourdes de myosine) du muscle soléaire, une transition
du phénotype lent vers le phénotype rapide. Cette transition est associée a une augmentation
d’enzymes du métabolisme oxydatif tels que la citrate synthase (CS) et I’isoforme H de la
lactate déshydrogénase.

L’objectif de ce travail était donc d’étudier les effets spécifiques de la CsA sur la respiration
mitochondriale in situ, en s’affranchissant des effets délétéres de son excipient. Pour cela,
nous avons étudié sur un muscle lent oxydatif de rat, les effets du traitement chronique par la
molécule active de CsA, aussi bien sur les parametres de la respiration mitochondriale et sur
la régulation de la phosphorylation oxydative par I’ADP, que sur la composition musculaire

en types de fibres.

B. RESULTATS

Ces résultats ont fait I’objet d’un article sous presse au journal “Muscles & Nerves”.

C. DISCUSSION

Le principal intérét de cette étude est d’avoir, pour la premiére fois, démontré que
I’administration chronique de la molécule active de CsA, entraine une augmentation des
capacités oxydatives du muscle squelettique lent oxydatif de rats, sans altérer la régulation de
la respiration mitochondriale par I’ADP exogeéne.

On sait depuis longtemps chez le rat, que le potentiel oxydatif des fibres de type lla est plus
important que celui des fibres de type I. De ce fait, les augmentations simultanées du potentiel
oxydatif et du contenu en isoformes rapides MHClIla, renforcent I’affirmation selon laquelle
I’administration de la CsA per se induit dans le soléaire de rat, une transition vers un
phénotype rapide oxydatif a partir de fibres lentes oxydatives. Notre étude montre que dans le

muscle lent oxydatif, la CsA per se, en inhibant la voie de la calcineurine/NFAT,
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augmenterait le nombre de mitochondries et par consequent, la capacite oxydative.

Chez I’homme, les fibres de type Ila possédent un potentiel oxydatif plus faible que les fibres
de type I. En induisant donc une transition vers un phénotype rapide oxydatif, la CsA pourrait
entrainer une légere diminution des capacités oxydatives musculaires des sujets transplantés
cardiaques. Il faut aussi rappeler que chez ces derniers, le traitement immunosuppresseur
comprend en plus de la CsA, des corticoides dont les effets spécifiques sur la masse
musculaire et sur le métabolisme énergétique, doivent étre pris en compte pour expliquer les
altérations musculaires périphériques décrits chez ces sujets. D’autres effets secondaires de la
CsA sur la microcirculation et sur les fonctions hépatique et rénale, pourraient également étre
impliqués dans la limitation a 1’exercice.

En conclusion, les résultats de cette étude démontrent que la CsA per se n’a aucun effet
délétére direct sur le contenu mitochondrial des muscles. Cependant, en inhibant la voie de la
calcineurine/NFAT, elle induit une légere transition coordonnée du phénotype musculaire de

type oxydatif, de lent vers rapide, avec un potentiel oxydatif plus important.
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I\V. ADAPTATION DE LA FONCTION MITOCHONDRIALE A UN PROGRAMME
D'ENTRAINEMENT EN ENDURANCE DES SUJETS TC

A. PRESENTATION

Puisque le déconditionnement représente une source importante du handicap physique
observé aprés transplantation, plusieurs études ont porté sur les effets de ’entrainement en
endurance chez les transplantes. Ces études ont montré une augmentation bénéfique de leur
capacité a 1’exercice

Au niveau musculaire, une étude de notre équipe a montré gu’un entrainement en endurance a
court terme induisait une augmentation de la densité volumétrique des mitochondries sous-
sarcolemmales et centrales, sans changer la densité capillaires du muscle squelettique, chez
des sujets TC. Toutefois, I’effet de ce type de programme d’entrainement en endurance n’a
jamais été determiné sur la fonction mitochondriale musculaire des transplantés cardiaques.
Le but de cette étude était dans un premier temps, de caractériser les capacités oxydatives du
muscle squelettique des sujets TC sous traitement immunosuppresseur, et dans un second
temps, de déterminer les adaptations quantitatives et qualitatives induites par un entrainement

en endurance a court terme.

B. RESULTATS

Ces résultats on fait 1’objet d’une publication (Zoll J, N’Guessan B et al., J Am Coll Cardiol
2003; 42:126-32)

C. DISCUSSION

Dans cette étude, nous avons montré pour la premiére fois chez des sujets TC que :

1) la capacité oxydative du muscle squelettique et sa régulation par I’ADP, sont similaires a
celles déterminées dans d’autres études chez des sédentaires sains.

2) la respiration mitochondriale et le systtme de transfert de I’énergie, réagissent a
I’entrainement en endurance par des adaptations quantitatives et qualitatives similaires a
celles précédemment observées chez les sujets sportifs sains.

Cependant, contrairement a leurs propriétés mitochondriales musculaires, la capacité a

I’exercice de ces sujets TC, reste inférieure celle de sujets sédentaires sains soumis au méme

type d’entrainement. Alors que les premiéres études ont suggére une altération de la fonction

mitochondriale apres transplantation cardiaque, nos résultats montrent que cette derniére reste

préservée dans le muscle squelettique des sujets TC et réagit normalement a un stimulus
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physiologique tel que I’entrainement en endurance. Nous avons rapporté des augmentations
de la capacité oxydative musculaire et des activités enzymatiques du métabolisme oxydatif
induites par I’entrainement qui sont proches des valeurs trouvées chez des sujets sportifs sains
présentant cependant une VOmax deux fois plus importante.

Par ailleurs, nous montrons dans cette étude une adaptation importante de la régulation de la
respiration mitochondriale a 1’entrainement, avec une diminution de la sensibilité
mitochondriale a I’ADP vers des valeurs déja trouvées chez des sujets sains entrainés. Cette
sensibilit¢ pour I’ADP augmente significativement en présence de créatine apres
entrainement, suggérant une activation fonctionnelle de la créatine kinase mitochondriale (mi-
CK). Nous avons également montré que I’ACR (acceptor control ratio, Vmax/Vo, qui reflete
le couplage entre I’oxydation et la phosphorylation) n’est pas significativement modifié par
I’entrainement a court terme, contrairement a ce qui est observé chez les sujets athlétiques.
Ceci suggere la nécessité d’un entrainement a long terme pour améliorer significativement le
rendement mitochondrial. 1l en est de méme pour le changement de composition de muscle en
MHC.

En conclusion, la fonction mitochondriale du muscle squelettique des sujets TC reste normale,
neuf mois apres transplantation, et est significativement améliorée aprés une entrainement en
endurance, avec la mise en place d’un couplage fonctionnel de la mi-CK avec la
rephosphorylation de I’ADP. Ainsi, notre étude suggére pour la premiére fois que: 1) les
doses cliniques des immunosuppresseurs, particulierement la CsA, ont un effet négligeable in
Vivo et n’altérent pas 1’adaptation mitochondriale a I’entrainement ; 2) Les mécanismes a
I’origine de la persistance du handicap physique aprés transplantation sont indépendants des
capacités métaboliques intrinseques du muscle, mais relevent plutét de facteurs

extramitochondriaux, qui persisteraient apres entrainement.
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DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES

116



DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES
I. DISCUSSION GENERALE

Les principaux objectifs de cette thése étaient :
1) De caractériser les capacités oxydatives fonctionnelles des muscles squelettique et
cardiaque des sujets TC sous traitement immunosuppresseur.
2) D’étudier, de fagon spécifique, les effets délétéres de la ciclosporine A, et d’évaluer
séparément les effets des différents constituants de sa formulation clinique, le Sandimmun,
sur la fonction mitochondriale des muscles squelettique et cardiaque des sujets TC.
3) De déterminer les capacités d’adaptation du phénotype contractile et métabolique du
muscle squelettique des TC suite a un programme d’entrainement en endurance, avec en
particulier I’étude des adaptations de la fonction mitochondriale et de son controle par I’ADP
et la créatine.
Ces différents objectifs scientifiques s’inscrivaient dans le cadre général de la compréhension
des mécanismes physiopathologiques responsables de I’incapacité physique des sujets TC, et
de celui de la recherche de solutions préventives a cette limitation a 1’exercice qui altére leur
qualité de vie. Pour la caractérisation des propriétés fonctionnelles des mitochondries sur des
biopsies musculaires humaines, nous avons fait le choix d’appliquer chez I’homme, la
technique d’étude de la fonction mitochondriale sur fibres perméabilisées a la saponine,
antérieurement mise au point chez 1’animal par Veksler et collaborateurs. Ceci a donc
constitué la premiere partie de notre travail de these.
L’ensemble de nos résultats a contribué a élucider les parts respectives de la toxicité de la
ciclosporine A, composant majeure du traitement immunosuppresseur, et du
déconditionnement physique, dans les altérations du phénotype musculaire périphérique,
suspectées de participer a la persistance du handicap physique des transplantés cardiaques. En
effet:
1) Concernant la caractérisation des propriétés fonctionnelles mitochondriales, nous avons
montré que :

- Les capacités oxydatives des muscles squelettique et cardiaque des sujets TC, sous
traitement immunosuppresseur, ne varient pas significativement, entre le moment
de la greffe et dix mois apres I’opération.

- Les capacités oxydatives du muscle squelettique des sujets TC sont similaires a

celles de sujets sédentaires sains apparies en age, et ne semblent donc pas altérées
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in vivo par le traitement immunosuppresseur, du moins dix mois apres

transplantation.

2) Concernant la potentielle toxicité musculaire de la ciclosporine A, nous avons montré

que :

In vitro, la CsA, sous sa formulation clinique, entraine une diminution,
concentration-dépendante, de la respiration mitochondriale des muscles
squelettique et cardiaque des sujets TC.

Cet effet délétere sur la respiration mitochondriale est principalement médié par
I’excipient et non par la molécule active de la CsA.

L’action inhibitrice de I’excipient est tissu-spécifique et affecte plus
particulierement certains complexes de la chaine respiratoire mitochondriale,
notamment le complexe | et, a un degré moindre, le complexe IV.

In vivo, et chez le rat, I’administration chronique de la molécule active de CsA,
sans son excipient, entraine au contraire, une augmentation des capacités
oxydatives du muscle squelettique lent-oxydatif, sans altérer le contréle de la

respiration mitochondriale par I’ADP exogene.

3) Concernant les effets musculaires d’un programme d’entrainement en endurance des

sujets TC, nous avons montre :

Une augmentation significative des capacités oxydatives du muscle squelettique,
atteignant des valeurs similaires a celles de sujets sportifs, et supérieures a celles
de sujets sédentaires sains.

Une activation fonctionnelle de la créatine kinase mitochondriale (impliquée dans
le systeme de transfert de I’énergie), similaire a celle observée chez les sujets

sportifs et absente chez des sujets sédentaires sains.

A. ETUDE DE LA FONCTION MITOCHONDRIALE PAR LA TECHNIQUE DES FIBRES
PERMEABILISEES A LA SAPONINE

1. IMPORTANCE DU CHOIX DES DIFFERENTS PROTOCOLES DE RESPIRATION MITOCHONDRIALE

Nous avons montré dans cette étude comment la technique des fibres perméabilisées a la

saponine pouvait étre appliquée avec succes a la détermination polarographique des propriétés

fonctionnelles intrinseques des mitochondries, et comment le choix des différents protocoles

de mesure de la respiration mitochondriale est important, pour une détermination optimale de

la fonction mitochondriale de petits échantillons musculaires humains. Les principaux

objectifs visés par la plupart des études antérieures étaient la détermination des effets
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mitochondriaux de 1’exercice ou de I’entrainement chez des sujets sains, 1’investigation
clinique des altérations mitochondriales chez des patients, la compréhension des mécanismes
d’activation de la phosphorylation oxydative. Pour répondre aux différentes questions posées,
divers protocoles ont été mis au point, et sont souvent différents pour une méme question
donnée. Nous avons décrit et comparé tous les paramétres obtenus par les principaux
protocoles, et avons ainsi pu mettre en évidence que certains d’entre eux étaient mieux
appropriés pour évaluer les aspects quantitatifs et/ou qualitatifs de la fonction mitochondriale,
c’est a dire pour 1’évaluation des capacités oxydatives, la caractérisation du contréle de la
respiration mitochondriale, la détermination des altérations au niveau de la chaine respiratoire.
Ainsi, nous avons démontré que:
= |e protocole A (utilisant seulement 2 ajouts d’ADP séparés par 1’addition de créatine) est
mieux adapté pour les échantillons de trés faible quantité et permet d’évaluer les aspects
quantitatifs (Vo et Vmax) et d’estimer les aspects qualitatifs (Km et %Cr, ACR) de la
fonction mitochondriale. Toutefois, il faut savoir que dans ce protocole, le Km pour
I’ ADP est sous-estimé dans les muscles a capacité oxydative élevée.
= |e protocole B (en absence de créatine) et le protocole C (en présence de créatine),
utilisant des ajouts successifs et croissants d’ADP, permettent, en plus des parametres
quantitatifs, de déterminer la sensibilité¢ réelle a I’ADP exogeéne de la population de
mitochondries, ainsi que le role fonctionnel réel de la CK mitochondriale dans la
production et le transfert de I’ATP.
= Le protocole D (utilisant divers substrats et inhibiteurs de la chaine respiratoire) permet
d’étudier de manicre isolée, ’activation de la respiration mitochondriale par les
complexes spécifiques de la chaine respiratoire (I, 11 ou V) et donc de mettre en évidence
d’éventuelles altérations de ces derniers.
La connaissance précise de ces avantages et de ces inconvénients, pour chaque protocole
utilise, est donc néecessaire et pourrait expliquer en partie, quelques résultats controversés de
la littérature. Par exemple, dans une étude récente de notre équipe, nous avons montré, en
utilisant les protocoles B, C et D, que les capacités oxydatives et les autre parameétres
respiratoires du muscle Vaste Externe des patients porteurs d’une sclérose latéral
amyotrophique étaient les mémes que ceux de sujets sains sédentaires appariés en age et en
activité physique. Au contraire, Wiedemann et collégues (Wiedemann et al. 1998) qui n’ont
pas utilisé le protocole D permettant d’étudier les complexes de la chaine respiratoire,
montrent une capacité oxydative diminuée chez ces patients.

Le choix des protocoles est d’autant plus important que 1’on s’intéresse a la fonction
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mitochondriale de tissu musculaire déja altéré par des pathologies.

D’autre part, puisque la diminution du Km apparent pour I’ADP par la créatine indique un
couplage fonctionnel de la créatine kinase mitochondriale avec la production d’ATP et le
transfert de 1’énergie, il est important d’utiliser les protocoles B et C lorsque 1’on veut
caractériser la régulation de la fonction mitochondriale par le systeme de la créatine Kinase.
De plus, le role fonctionnel de la miCK n’est accessible que par la technique des fibres
perméabilisées et non par celle des mitochondries isolées.

Comme nous pouvons le constater dans la présente étude, une standardisation des protocoles
de respiration est également nécessaire et permettrait une meilleure comparaison des

différentes études de la littérature.

2. LIMITES DE LA TECHNIQUE DES FIBRES PERMEABILISEES

La principale limite de cette technique est la perte du cytosol, donc de ses enzymes solubles,
au cours des étapes de perméabilisation et de rincage des fibres. Ainsi, les mécanismes précis
de transduction du signal intracellulaire ne peuvent étre étudiés par cette méthode. De plus, la
fonction mitochondriale est mesurée dans des conditions standards ne prenant pas en compte
les principaux facteurs des changements environnementaux transitoires tels que l’acidité
cellulaire, la composition en électrolytes, la concentration des métabolites, la pression
partielle de 1’oxygene et la température. Etant donné que ces facteurs peuvent entrainer un
dysfonctionnement mitochondrial in vivo, particulierement dans des conditions pathologiques,
I’extrapolation de nos résultats a la situation in vivo, doit étre faite avec précaution.

Une autre question importante est de savoir si les valeurs de respiration mitochondriale
obtenues sur fibres perméabilisées sont conformes a celles de la consommation d’oxygéne in
vivo (Rasmussen et al. 2001). En appliquant un facteur de 3,5 (tel que déterminé dans nos
conditions expérimentales) pour le rapport entre poids humide et poids sec, et en tenant
compte d’un coefficient de température de 2,9 entre 22°C et 38°C, I’extrapolation donne une
valeur de 4,8 mol O2/min/kg pour le muscle Vaste Externe de sujets normaux actifs, ou de 6.6
mmol O2/min/kg pour des sujets athlétiques (Zoll et al. 2001). Cependant, cette extrapolation
reste largement en dessous de la valeur de 12-14 mmol O2/min/kg rapporté pour le Vaste
Externe de jeunes sujets volontaires sains entrainés (Tonkonogi & Sahlin 1997; Rasmussen et
al. 2001). 1l a été proposé que les mitochondries pourraient étre en partie découplées in vivo,
ou qu’il pourrait exister d’autres facteurs de régulation de la respiration mitochondriale qui
seraient perdus dans les préparation de mitochondries isolées ou de fibres perméabilisées.

Le meilleur candidat de ces facteurs est le calcium, déja connu, comme démontré dans le
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muscle cardiaque, pour activer les déshydrogénases et I’ATP synthase mitochondriales, et
pour augmenter la vitesse de respiration, a des concentrations physiologiques (Territo et al.
2000; Territo et al. 2001). Comme dans nos conditions expérimentales, la concentration de
calcium a été maintenue a la concentration de repos du muscle (100 mM, pCa 7), pour
garantir la stabilité mitochondriale, ceci pourrait expliquer pourquoi les valeurs de respiration
sont inférieures a celles obtenues in vivo. Le fait que les valeurs de la consommation de
I’oxygene, lorsqu’elles sont extrapolées a partir des données expérimentales obtenues ex vivo,
soient habituellement plus basses que celles mesurées in vivo, a déja été discuté dans la
littérature (Tonkonogi & Sahlin 1997; Rasmussen et al. 2001).

B. CARACTERISATION DES PROPRIETES FONCTIONNELLES DES MITOCHONDRIES DANS LES

MUSCLES STRIES DU SUJET TC

Aprés transplantation cardiaque, les sujets présentent toujours un handicap physique,
caractérisé par une VO2pic limitée a 60% de celle des sujets sédentaires sains appariés en age,
sexe et en taille, malgré une normalisation de la plupart des parametres hémodynamiques et
de I’oxygénation (Mettauer et al. 1996; Braith & Edwards 2000). De ce fait, I’ensemble des
données de la littérature s’accorde a reconnaitre la part importante des anomalies
périphériques dans la persistance de cette limitation physique (Stratton et al. 1994).
Néanmoins ’origine précise de ces altérations reste encore obscure. Certains auteurs les
rapportent a une atteinte mitochondriale, a cause des activités anormalement basses de
certaines enzymes oxydatives (Schaufelberger et al. 2001), et a cause d’anomalies
mitochondriales de D’insuffisance cardiaque sévere, qui auraient pu persister apres la
transplantation (Drexler et al. 1992; Hambrecht et al. 1995). L’observation chez le rat
d’altérations de la respiration de mitochondries musculaires isolées, attribuées a la
ciclosporine, semblait pouvoir conforter cette hypothése (Hokanson et al. 1995; Mercier et al.
1995). Paradoxalement, nous observions, dans le muscle squelettique des sujets TC, une
densité mitochondriale normale et une perte de sa corrélation avec la VOgpic, pourtant
observée chez les sujets sains (Lampert et al. 1996a; Lampert et al. 1996b). De plus, notre
équipe avait récemment montré chez le rat des anomalies de la fonction mitochondriale
entiérement dues a I’excipient plutdt qu’a la CsA per se (Sanchez et al. 2000; Sanchez et al.
2001).

Cependant les caractéristiques fonctionnelles des mitochondries des muscles squelettique et
cardiaque, n’ont jamais été déterminées chez les sujets TC. Nous avons fait I’hypotheése que

ces mitochondries quantitativement normales pouvaient présenter des anomalies
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fonctionnelles. De ce fait nous avons voulu évaluer les capacités oxydatives intrinseques du
tissu musculaire chez de sujets TC stabilisés, plus de six mois aprés la greffe. Nous avons
montré que les parameétres quantitatifs de respiration mitochondriale du muscle squelettique
restent strictement au niveau des valeurs observées chez des sujets seédentaires sains
(Mettauer et al. 2001; Zoll et al. 2002), comme nous 1’avions déja montré pour les patients
insuffisants cardiaques (Mettauer et al. 2001). Nous avons également déterminé, pour la
premiere fois, les capacités oxydatives du muscle cardiaque des sujets TC. Le greffon, qui
jusqu’a présent a ét€ considéré comme un tissu “sain”, présente une valeur oxydative trois fois
plus importante que celle du muscle squelettique, ce qui confirme, comme nous nous y

attendions, le haut potentiel oxydatif du tissu cardiaque.

C. TOXICITE MITOCHONDRIALE MUSCULAIRE DE LA CICLOSPORINE A

Comme nous I’avons précédemment souligné, I’existence d’un dysfonctionnement
mitochondrial musculaire attribué¢ a une toxicité de la ciclosporine, serait I'un des mécanismes
responsables du maintien du handicap physique des sujets TC. Ces anomalies mitochondriales
ont été caractérisées d’une part, par la diminution de la respiration mitochondriale du muscle
squelettique de rats sains traités par la CsA (Hokanson et al. 1995; Mercier et al. 1995),
associée a une réduction du temps d’endurance de ces animaux (Mercier et al. 1995), et
d’autre part, par la diminution chez I’homme de I’activit¢ de certains marqueurs
mitochondriaux tels que la citrate synthase (Schaufelberger et al. 2001). Ceci a suggéré que la
CsA pourrait affecter la fonction mitochondriale des muscles locomoteurs et par conséquent
contribuer a la limitation de la performance physique décrite chez les sujets transplantés
(Mercier et al. 1995). Une étude de notre équipe, qui a montré que la densité volumétrique
mitochondriale des sujets TC était similaire a celle des sujets sains sédentaires, avec une perte
de la corrélation entre cette derniére et leur VO. pic, contrairement a ce qui est observé chez
les sujets sains témoins (Lampert et al. 1996b), nous a également suggéré une atteinte
fonctionnelle de ces mitochondries, qui pourrait étre due a la ciclosporine.

Cependant, deux études récentes de notre équipe ont démontré chez le rat, que la toxicité
mitochondriale, depuis longtemps attribuée a la ciclosporine, était en réalité entierement
médiée par son excipient, composé a 2/3 de Crémophor et a 1/3 d’éthanol (Sanchez et al.
2000; Sanchez et al. 2001). De plus, I’'un des mécanismes de ’action délétére de I’excipient
sur la respiration mitochondriale, a ét¢ mis en évidence et serait I’altération spécifique de
certains complexes de la chaine respiratoire, en particulier le complexe | et a un degré

moindre, le complexe IV (Sanchez et al. 2001). Par ailleurs, nos résultats pourraient expliquer
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les effets protecteurs apparents de la CsA, observés lors de la comparaison des effets modéres
de sa formulation clinique (Sandimmun), par rapport aux effets délétéres plus accentués de
son excipient seul (éthanol et Crémophor), sur le respiration mitochondriale (Sanchez et al.
2000; Sanchez et al. 2001).

L’un des objectifs de notre travail de these était donc d’étudier de fagon spécifique, les effets
de la CsA per se, et d’évaluer séparément les effets des différents constituants de sa
formulation clinique sur la fonction mitochondriale des muscles squelettique et cardiaque des
sujets TC.

1. EFFETS AIGUS D’UNE FORMULATION DE CSA SUR LA FONCTION MITOCHONDRIALE

MUSCULAIRE CHEZ LE SUJET TC

Parce que les TC sont traités simultanément par de nombreux médicaments, il est difficile
d’étudier in vivo, les effets chroniques individuels de chaque agent immunosuppresseur. Pour
ce faire, nous avons entrepris d’étudier in vitro, les effets aigus d’une formulation de CsA, le
Sandimmun, sur la réponse mitochondriale des muscles cardiaque et squelettique des sujets
TC. Nos résultats ont montré que le Sandimmun induit une diminution dose-dépendante de la
respiration mitochondriale des deux types de muscles, et que cette inhibition se fait de fagon
tissu-spécifique. Cependant, la part de I’excipient n’a pas toujours été évaluée par le passé.
L’excipient de la CsA, dans la formulation Sandimmun, est un émulsifiant utilis¢é pour
dissoudre les composants lipophiliques, et il se compose d’éthanol et de Crémophor. Ce
dernier est un dérivé polyoxyéthyléné d’huile de ricin dont la toxicité n’est plus a démontrer
(Roman et al. 1989; Bowers et al. 1991; Tatou et al. 1996). Nous avons également démontré,
comme chez 1’animal, que les effets délétéres du Sandimmun décrits dans cette étude étaient
entierement attribuables a une toxicité du Crémophor et non a la molécule active de CsA.
Nous avons aussi déterminé les sites d’action de I’excipient sur la chaine respiratoire et nos
résultats ont montré une inhibition massive du complexe I, tandis que le complexe II n’était
pas affecté. Le complexe IV quant a lui ne présentait qu’une légere altération, toutefois
significative, dans le muscle cardiaque et pas dans le muscle squelettique. Nos résultats sont
dans I’ensemble proches, a quelques détails prés, de ce que nous avions démontré chez
I’animal (Sanchez et al. 2001).

Dans le cceur, nos résultats semblent donc montrer une implication des complexes I et [V dans
I’inhibition de la respiration mitochondriale, tandis que dans le muscle squelettique, seul le
complexe | serait impliqué. En effet, ce dernier représente une étape limitante importante dans

le contréle de la respiration mitochondriale des tissus musculaires, contrairement au complexe
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IV qui est présent en exces (Rossignol et al. 1999). D’autre part, le complexe IV pourrait étre
en moindre exces dans le cceur par rapport au muscle squelettique, ce qui pourrait expliquer la
différences de résultats et la tissu-spécificité observées dans notre étude pour ces deux
muscles.

L’inhibition du complexe I pourrait donc avoir une importance physiopathologique dans
I’immunosuppression aigué¢ par le Sandimmun tandis que celle du complexe IV, dans les
proportions obtenues, affecterait peu la respiration mitochondriale du muscle cardiaque in
vivo (Gnaiger et al. 1998; Letellier et al. 1998).

En résumé, nous avons montré qu’il est peu probable que la fonction mitochondriale
musculaire des TC soit affectée in vivo par le traitement immunosuppresseur, basé sur
I’administration de faibles doses de CsA. Cependant, il existe certaines situations cliniques,
telle que la période des complications post-opératoires précoces et celle des rejets aigus, au
cours desquelles une augmentation des doses de CsA est nécessaire. Cette augmentation
pourrait donc entrainer une ¢lévation des concentrations plasmatiques de 1’excipient, a

laquelle pourrait étre exposé le tissu musculaire de ces sujets.

2. EFFETS PROPRES DE LA MOLECULE DE CICLOSPORINE A, SUR LA FONCTION MITOCHONDRIALE

MUSCULAIRE

Compte tenu des résultats précédents, nous avons donc voulu étudier les effets propres de la
CsA per se sur la respiration mitochondriale in situ, en s’affranchissant des effets délétéres de
son excipient. Pour cela, nous avons étudié sur un muscle lent oxydatif de rat (le soléaire), les
effets du traitement chronique par la molécule active de CsA, sur les parametres de la
respiration mitochondriale, de régulation de la phosphorylation oxydative par I’ADP, et sur la
composition musculaire en types de fibres.

Nous avons démontré que 1’administration chronique de la molécule active de CsA a des rats,
entraine une augmentation des capacités oxydatives du muscle squelettique lent oxydatif, sans
altérer la régulation de la respiration mitochondriale par I’ADP exogéne. Une augmentation
concomitante de I’activité de la CS a été mise en évidence et représente un argument en
faveur d’une augmentation du nombre de mitochondries. Il est bien établi chez le rat, que le
potentiel oxydatif des fibres de type lla est plus éleve que celui des fibres de type | (Smith et
al. 1988). De ce fait, une augmentation des capacités oxydatives (présente étude), en méme
temps qu’une augmentation du contenu en isoformes rapides MHCIla (Bigard et al. 2000),
confirme que I’administration de la CsA per se induit dans le soléaire de rat, une transition

vers un phenotype rapide oxydatif a partir de fibres lentes oxydatives (Bigard et al. 2000).
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Ceci est en accord avec I’implication de la voie de la calcineurine/NFAT dans le maintien du
phénotype lent du muscle adulte (Chin et al. 1998; Bigard et al. 2000). Notre étude a donc
montré que dans le muscle lent oxydatif, la CsA per se, en inhibant la voie de la
calcineurine/NFAT, entrainerait une augmentation du nombre de mitochondries et par
conséquent, de la capacité oxydative. Ces résultats suggerent que la CsA per se n’a pas
d’effets déléteres sur les capacités oxydatives musculaire, mais induit une transition
coordonnée a la fois, du phénotype musculaire contractile et du phénotype métabolique, de
lent vers rapide-oxydatif.

Chez I’homme, les fibres de type Ila possédent un potentiel oxydatif plus faible que les fibres
de type I. Ainsi, en induisant une transition vers un phénotype rapide oxydatif, la CsA
pourrait entrainer une Iégere diminution des capacités oxydatives musculaires des sujets TC.
Toutefois, les effets spécifiques des corticoides sur la masse musculaire et sur le métabolisme
énergétique, doivent aussi étre pris en compte pour expliquer les altérations musculaires
périphériques décrites chez ces sujets. D’autres effets secondaires de la CsA sur la
microcirculation et sur les fonctions hépatique et rénale, pourraient également étre impliqués
dans la limitation a I’exercice.

En conclusion, nous avons déemontré que la CsA per se n’a aucun effet délétere direct sur les

propriétés fonctionnelles mitochondriales des muscles.

D. ADAPTATION ET REGULATION DE LA FONCTION MITOCHONDRIALE MUSCULAIRE DES

SUJETS TC

Puisque le déconditionnement peut représenter une autre cause importante du handicap
physique observé aprés transplantation, de nombreuses études ont porté sur les effets de
I’entrainement en endurance a court et long terme chez les transplantés. L’ensemble de ces
¢tudes a montré une augmentation bénéfique de la capacité a 1’exercice de ces sujets
(Kavanagh et al. 1988; Keteyian et al. 1991; Squires 1991; Badenhop 1995).

Au niveau musculaire, une seule étude, de notre équipe, a montré chez des sujets TC, qu’un
entrainement en endurance a court terme, induisait une augmentation de la densité
volumétrique totale des mitochondries sous-sarcolemmales, sans affecter la densité capillaire
du muscle squelettique (Lampert et al. 1998). Toutefois, I’effet de I’entrainement en
endurance n’a jamais été déterminé sur la fonction mitochondriale musculaire des transplantés
cardiaques.

Nous avons montré que la respiration mitochondriale et le systéme de transfert de 1’énergie,
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réagissent a 1’entrainement en endurance par des adaptations quantitatives et qualitatives
similaires a celles précédemment observées chez les sujets sportifs sains (Zoll et al. 2002).
Cependant, contrairement a leurs propriétés mitochondriales musculaires, la capacité a
I’exercice de ces sujets TC, reste inférieure celle de sujets sédentaires sains soumis au méme
type d’entrainement (Lampert et al. 1998). Ceci suggere encore une fois que la limitation
métabolique aérobie est liee & des mécanismes opérant plutét en amont de la « machinerie
mitochondriale musculaire ».

Nous avons rapporté dans notre étude que les augmentations de la capacité oxydative
musculaire et des activités enzymatiques du métabolisme oxydatif induites par 1’entralnement
en endurance des sujets TC, étaient proches des valeurs trouvées chez des sujets sportifs sains,
qui cependant, garde une VOzmax deux fois plus élevée.

Chez les sujets sains, Walsh et collaborateurs avaient montré des augmentations de 20% de la
VO2max et de 38% de la Vmax mitochondriale, aprés un entrainement en endurance de six
semaines comportant des séances de 60 minutes a 70% de la VO.max (Walsh et al. 2001).
Dans notre étude, nous avons observé, pour une méme durée d’entrainement mais avec des
séances plus courtes, une augmentation de 17% de la VO,max et de 48% de la Vmax
mitochondriale. Ainsi, avec notre type d’entrainement personnalisé en créneaux (PEP’C),
nous avons obtenu un gain similaire sur la capacité a I’exercice, mais un gain plus important
sur la capacité oxydative musculaire des sujets. Les avantages de ce type d’entrainement ont
largement été décrits dans la littérature (Lonsdorfer et al. 1992; Geny et al. 1996; Lampert et
al. 1996¢; Lampert et al. 1998), et nos résultats ont confirmé les effets bénéfiques plus
importants de ce type d’entrainement, chez la plupart des sujets désentrainés (Rowell 1974).
Par ailleurs, une importante adaptation de la régulation de la respiration mitochondriale a
I’entrainement, a été démontrée. Veksler et collaborateurs (Veksler et al. 1995) avaient décrit
que le Km apparent pour I’ADP représentait une caractéristique du phénotype métabolique
musculaire : il était élevé dans les muscles oxydatifs (300 a 600umol), traduisant une faible
sensibilit¢ (1/Km) de leurs mitochondries pour I’ADP, et faible dans les muscles
glycolytiques (10 a 50umol), reflétant au contraire, une grande sensibilité des mitochondries
pour I’ADP. Dans notre étude, nous avons montré une diminution de la sensibilité
mitochondriale a I’ADP vers des valeurs trouvées chez des sujets sains entrainés (Mettauer et
al. 2001). De plus cette sensibilit¢ mitochondriale a I’ADP n’augmentait de fagon
significative, en présence de créatine, qu’aprés entrainement, suggérant la mise en jeu d’un
couplage fonctionnel entre la créatine kinase mitochondriale (mi-CK) et la phosphorylation

oxydative, ainsi que I’apparition de voies de transfert de I’énergie effectué a travers la navette
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CK. Comme chez les sujets athlétiques sains (Zoll et al. 2002), la mi-CK semblerait ainsi
jouer un role important dans le contr6le de la respiration mitochondriale des muscles
squelettiques des sujets TC. Ceci permettrait, grace a la CK cytosolique et a la CK liée aux
myofilaments ou au réticulum sarcoplasmique, d’établir une connexion entre la production
d’énergie et son utilisation.

Ce type de controle (ou "servo-controle") de la production d’énergie par les mitochondries
parait adapté a I’activité contractile soutenue de 1’exercice en endurance (Zoll et al. 2002).
Nous avons également montré que chez les transplantés, ’ACR (acceptor control ratio,
Vmax/Vo, qui reflete le couplage entre 1’oxydation et la phosphorylation) n’était pas
significativement modifié par ’entrainement a court terme, contrairement a ce qui avait été
observé chez les sujets athlétiques. Ceci suggere qu’un entrainement en endurance a long
terme est probablement nécessaire pour induire une amélioration significative du rendement
mitochondrial. Cette suggestion est aussi valable pour la composition de muscle en MHC, et il
est possible que ni la durée ni ’intensit¢ de notre programme d’entrainement, n’étaient
suffisants pour induire des modifications significatives sur le contenu en MHC des muscles
squelettiques de nos sujets TC. En effet, les altérations du phénotype contractile musculaire
surviennent tardivement et ne sont pas toujours mises en évidence aprés un entrainement en
endurance (Booth & Thomason 1991).

En conclusion, nous avons montré que la fonction mitochondriale du muscle squelettique des
sujets TC, préservée méme neuf mois apres transplantation, est significativement améliorée
apres une entrainement en endurance, avec la mise en place d’un couplage fonctionnel entre
de la mi-CK et la rephosphorylation de I’ADP. Ainsi, notre étude suggere, une fois de plus,
que les mécanismes a I’origine de la persistance du handicap physique apres transplantation
sont indépendants des capacités métaboliques intrinséques du muscle, mais relévent plut6t de

facteurs extramitochondriaux, qui persisteraient méme apres entrainement.

Il. PERSPECTIVES ET CONCLUSION GENERALE

A. PERSPECTIVES
Les conclusions de nos différentes études ouvrent plusieurs perspectives d’investigation :
1. PAR RAPPORT AUX LIMITES DE NOTRE METHODOLOGIE

Dans nos différentes études, les mesures de respiration mitochondriale ont toutes été réalisées

en condition saturante d’oxygeéne (a pression atmosphérique, ~ 20 kPa) et de substrats
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composant les solutions de respiration. Sous ces conditions, le seul facteur limitant cette
respiration mitochondriale, est I’ADP exogéne, ajouté¢ dans le milieu extracellulaire.
Finalement, ce que nous mesurons, c’est la capacité oxydative du tissu musculaire, dans des
conditions “idéales”, c’est a dire sans variations de pH, de température, de forces ioniques, de
concentrations calciques et de pO>. Ceci est rarement le cas in vivo, ou 1’on observe souvent
de nombreuses variations de I’homéostasie intracellulaire, en fonction de 1’état physiologique
ou physiopathologique de la cellule. Chez les sujets TC, il serait donc intéressant d’étudier les
variations de ces différents facteurs, susceptibles d’altérer in vivo, la fonction mitochondriale
musculaire. En effet, des études ont montré une acidose plus importante chez ces sujets, au
cours de I’exercice (Stratton et al. 1994). Les variations des autres facteurs, particuliérement
celui de la pO., reste encore inconnu a ce jour. Cependant, I’influence des variations de la pO>
sur la fonction mitochondriale et particulierement sur ses adaptations qualitatives a été bien
démontrée (Gnaiger et al. 1995; Gnaiger et al. 2000).

D’autre part, le fait de caractériser les propriétés fonctionnelles de 1’ensemble de la population
mitochondriale ne permet pas d’exclure la la présence de mitochondries défectueuses dans les
muscles des sujets TC. Des études fonctionnelles et (ultra)structurales supplémentaires sont
donc nécessaires. Par ailleurs, des résultats préliminaires de notre équipe portant sur 1’étude
de complexes spécifiques de la chaine respiratoire, n’ont pas révélé de dysfonctionnement de
ces derniers. L’utilisation d’inhibiteurs et de substrats spécifiques de la chaine respiratoire
permettra d’étudier ces anomalies de fonctionnement de la mitochondrie (Mazat et al. 2001).
Cette étude doit donc étre poursuivie sur un plus grand nombre de sujets.

Enfin, nous avons étudié la respiration mitochondriale avec le couple glutamate-malate
comme substrat, les équivalents réducteurs (NADH) étant uniquement apportés a la chaine
respiratoire, grace a la réaction catalysée par la malate déshydrogénase. L utilisation d’autres
substrats tels que le pyruvate, les acides gras et le glycérol 3 phosphate permettrait d’avoir
une vue plus complete des capacités oxydatives du muscle et de montrer, éventuellement, une
utilisation préférentielle par les mitochondries de I’un ou 1’autre de ces substrats. Par exemple,
une altération de la pyruvate déshydrogénase dans certaines pathologies, ou une limitation a
un niveau donné du cycle de Krebs, pourrait étre mise en évidence par 1’utilisation du
pyruvate comme substrat, en plus du couple malate-glutamate. Alors que I’utilisation du
couple glutamate-malate permet de montrer principalement des altérations au niveau de cette
chaine respiratoire, 1’utilisation de plusieurs substrats impliqués dans différentes voies
métaboliques permettrait de mettre en évidence des altérations en amont de la chaine

respiratoire.
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2. PAR RAPPORT A LA FONCTION MITOCHONDRIALE MUSCULAIRE DES SUJETS TC

2.1. Rejets aigus et fonction mitochondriale

Nous avions montré in vitro, que les effets déléteres de la ciclosporine (sous sa formulation
Sandimmun) sur la respiration mitochondriale musculaire, pouvaient entiérement étre
attribués a son excipient (le Crémophor). Cependant, in vivo, la fonction mitochondriale
musculaire des sujets TC, ne semblait pas affectée par le traitement immunosuppresseur, du
fait des faibles doses administrées, et était similaires a celle de sujets sédentaires sains. Dans
cette étude, nous avions donc suggéré que I’augmentation des doses de CsA, notamment au
moment des rejets aigus, pourrait dans ces conditions, avoir des répercussions négatives sur
les propriétés fonctionnelles des mitochondries. 1l faudrait donc réaliser des mesures de
respiration mitochondriale sur des biopsies musculaires cardiaque et squelettique obtenues au
moment ou les sujets TC sont traités pour un rejet aigu. Aucune étude n’a a ce jour été
effectuée chez I’homme. Chez I’animal, une seule étude de Abastado et collaborateurs, a
montré une diminution des parametres respiratoires quantitatifs et qualitatifs du muscle
cardiaque. Ces anomalies de la fonction mitochondriale ont été confirmées par 1’observation
d’altérations morphologiques. Les auteurs ont conclu a une perturbation de la voie respiratoire

mitochondriale au cours d’un épisode de rejet aigu (Abastado et al. 1991).

2.2. Suivi & long terme de la fonction mitochondriale

Les études que nous avons réalisées chez nos sujets TC, se situaient en moyenne entre le
neuviéme et le dixieme mois apres la transplantation. 1l serait donc intéressant de faire une
étude de suivi complet a intervalles réguliers, de 1’évolution des propriétés fonctionnelles
mitochondriales, depuis le moment de la greffe, et ce pendant au moins une année. Cette
¢tude permettrait de voir 1’évolution spontanée des capacités oxydatives musculaires et de les
mettre en relation avec celle de la capacité a 1’exercice des sujets TC. Le suivi de cette
capacité a I’exercice a déja été étudiée et sa cinétique se caractérise par une augmentation de
la VOomax dés le troisiéme mois suivant la greffe et se poursuit sans réentrainement, jusqu’au
douziéme mois ou elle se stabilise (Labovitz et al. 1989; Quigg et al. 1989; Rudas et al. 1992;
Mandak et al. 1995). Des résultats préliminaires que nous avons obtenus sur des mesures
effectuées a 3, 6, 12 et 18 mois apres la greffe, montrent en effet que 1’évolution des capacités
oxydatives musculaires semblent suivre le méme profil que celui de la capacité a 1’exercice,
confirmant une fois de plus que I’hypothése d’une altération de la fonction mitochondriale par

le traitement immunosuppresseur, semble peu vraisemblable.
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2.3. Corticoides et fonction mitochondriale

Certains corticoides exogéenes tels que la prednisone, font partie de la trithérapie
immunosuppressive a vie des sujets TC. Apres la transplantation, les doses de prednisone sont
généralement réduites, sauf pendant les périodes de rejet aigu ou elles sont nécessairement
augmentées. Malheureusement, de nombreux effets secondaires leur ont été rapportés
notamment une myopathie et une ostéoporose qui représentent 1’une des causes de morbidité
chez les sujets TC. Une atrophie et une fatigue musculaires associées a des anomalies
structurales du muscle squelettique caractérisées par des diminutions de protéines
myofibrillaires et de la densité volumétrique mitochondriale (Horber et al. 1987), ont
particulierement été décrites. Il serait donc intéressant d’étudier chez 1’animal, les
mécanismes a l’origine de ces altérations et de les comparer a ceux impliqués dans les
anomalies médiées par la ciclosporine. D’autre part une étude des interactions entre les
différents immunosuppresseurs sur la fonction mitochondriale musculaire permettrait d’avoir
une approche plus physiologique de ce qui se passe in vivo dans les muscles périphériques de

ces sujets.

3. PAR RAPPORT A L’HYPOTHESE D’UNE ATTEINTE EXTRAMITOCHONDRIALE

Au vu de nos résultats, il apparait que la mitochondrie musculaire du sujet TC,
intrinséquement normale, ne fonctionnerait pas in vivo au mieux de ses capacités oxydatives,
a cause d’une insuffisance des apports locaux en oxygene et en substrats €nergétiques, malgré
un débit sanguin musculaire normal. En effet, si les capillaires sont en nombre insuffisant, ou
peu alimentés du fait de la vasoconstriction anormale, il en résulterait des anomalies de
distribution intramusculaire du débit sanguin nutritif, pouvant entrainer une sous-alimentation
des mitochondries en substrats énergétiques. De plus, cette situation pourrait étre exacerbée
par la diminution du débit sanguin déja observé a I’exercice chez les patients IC (Wilson et al.
1984a). Cette hypothése n’est pas en contradiction avec 1’observation d’une oxygénation
apparemment normale du muscle (Mancini et al. 1994), et est méme renforcée par
I’observation, chez les sujets TC, d’une diminution de la densité capillaire (Lampert et al.
1996b), qui persiste méme apres entrainement en endurance (Lampert et al. 1998). Il serait
donc intéressant d’étudier les voies de 1’angiogenése, de 1’expression des NO synthases, de

I’endothéline et de certaines cytokines (TNFa, IL-6, IL-1j3).
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B. CONCLUSION GENERALE

L’ensemble des données de ce travail de thése démontre que les propriétés intrinséques des
mitochondries musculaires du sujet transplanté cardiaque demeurent intacte plusieurs mois
apres transplantation, tant au niveau de leurs caractéristiques fonctionnelles quantitatives,
qu’au niveau de leurs mécanismes fins de régulation de la production et du transfert de
I’énergie cellulaire. Ceci suggeére que, contrairement a la majorit¢ des données de la
littérature, la fonction mitochondriale musculaire des transplantés, n’est pas directement
affectée in vivo, par le traitement immunosuppresseur cliniqgue en général, et par la
ciclosporine A en particulier. Le dysfonctionnement énergétique potentiel n’est donc pas la
principale cause des altérations musculaires périphériques, suspectées d’étre a I’origine de la
limitation a D’effort physique, généralement observée chez ces sujets. D’autres acteurs,
extramitochondriaux, tels que le réseau capillaire et certaines voies de signalisation
impliquées dans la transition phénotypique musculaire, restent des cibles préférentielles des
immunosuppresseurs, et semblent étre altérés in vivo, dans les muscles locomoteurs. La
composante musculaire périphérique du handicap physique persistant des sujets TC, reste
donc 'un des principaux facteurs limitant leur performance physique. Ainsi, toute action
thérapeutique favorisant une restauration des capacités musculaires périphériques, permettrait
¢galement de réduire cette incapacité physique a I’effort. L’entrailnement physique en
endurance, de par sa simplicité de réalisation et de par ses effets bénéfiques tant au niveau
central que périphérique, demeure a ce jour, la meilleure option pour la réhabilitation
physique et I’amélioration de la qualité de vie du sujet transplanté. Il devrait donc a ce titre,
étre généralisé a I’ensemble de la population des transplantés, dans le cadre de leur suivi post-

transplantation classique.
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