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RESUME

CONTEXTE : La fonction du ventricule droit (VD) est un desuplimportants facteurs
pronostiques de la maladie et la compréhensiommEsmnismes cellulaires qui conduisent a
sa défaillance est une priorité. Il a été montré ks anomalies du métabolisme énergétique,
incluant la diminution de la production d’ATP paa Imitochondrie, contribuent au
développement de l'insuffisance cardiaque gauctas mussi probablement droite. Un des
facteurs a 'origine de ces anomalies est 'altératle la biogenése mitochondriale. Elle joue
un role important dans l'insuffisance ventriculagauche, mais n'a pas été étudiée dans le
contexte de 'HTAP. Elle pourrait constituer unbleithérapeutique, le but étant de préserver
le potentiel contractile d’un VD hypertrophié padaptation a la post-charge élevée, et éviter
ou retarder la défaillance.

L’HTAP est actuellement considérée comme une malsgitémique ou I'on peut notamment
observer une véritable «myopathie» caractériséempeatteinte des muscles périphériques
Cette atteinte contribue aux symptdomes de la maletla la diminution de la qualité de vie
des patients. Elle pourrait éventuellement s’ametigpar la pratique de I'exercice, comme
c’'est le cas dans d’autres pathologies chroniglies. recommandations internationales
publiées en 2009 autorisent une activité physigéeént une dyspnée modérée, mais
soulignent la nécessité d’'études complémentaiiaesdadtablir les objectifs et les modalités
des programmes de réentrainement. L'entrainemeydiquie en endurance améliore les
performances aérobies, notamment en modifiant Ieaboésme et la morphologie des
muscles squelettiques. L'exercice a la base d'umairement peut se réaliser en mode
concentrique ou excentrigue. L'exercice excentripeienet de développer la méme puissance
mécanique pour un moindre colt énergétique, cepgurrait constituer un atout pour
'entrainement des patients HTAP, en sollicitantimadeur fonction cardiaque. Mais a ce
jour, la tolérance et I'absence d’effet délétére cdetype d’exercice sur les parameétres
hémodynamiques et sur I'énergétique cardiaqueadrddnt pas été étudiées dans I'HTAP.
L’existence d’effets bénéfigues musculaires pérnigjues, notamment sur la biogenése et la

fonction mitochondriale, reste également a prouver.

Questions posées Au cours de ce travail, nous avons, dansptemier temps, étudié la
chronologie des altérations de la respiration etadeiogenése mitochondriale des muscles



cardiaque et squelettigues dans un modele anink&l AP, induite par la monocrotaline.
Dans unsecond temps nous avons étudié le retentissement d’'un entra@ne en mode
excentrique sur la survie, 'hémodynamique, et lagbneése mitochondriale du muscle

squelettique, dans le méme modéle animal.

LES ALTERATIONS MITOCHONDRIALES SONT-ELLES PLUS PRE COCES
DANS LE MUSCLE SQUELETTIQUE QUE DANS LE MUSCLE CARD IAQUE ?

Notre hypothese était que le VD, qui doit luttentte des résistances vasculaires pulmonaires
élevées, devait présenter des anomalies plus meape le muscle squelettique. Si le VD
montrait des anomalies mitochondriales importabtea avant que d’éventuelles altérations
musculaires périphériques n’apparaissent, un petegiffet délétére de I'exercice physique

répété sur I'énergétique, et donc sur la fonctimdi@aque droite, serait d’autant plus probable.

Nous avons observé, dansnriscle squelettique,une diminution précoce d&xpression
ARNmM des genesampliqués dans ldiogenese mitochondriale Aucune anomalie n’était
détectée dans le VD ou le ventricule gauche (VQls Rard, au stadeompenséde
linsuffisance cardiaque, une diminution de @&RNm était présente tant dans euscle
gastrocnémienque dans I&D. La respiration mitochondriale, ainsi que le niveauprotéine
PGC-1u et l'activité de la citrate-synthase, restaiericpes de ceux des rats témoins. En
revanche, au stad#&compensgl’expression des ARNm, leur traduction protéiqueet la
respiration mitochondriale étaient réduites par rapport a ceux des témoins @#aVvD et le
muscle squelettique. L'expression des ARNm et piration mitochondriale n’étaient pas
modifiées de facon significative dans le VG.

L’ENTRAINEMENT EN MODE EXCENTRIQUE A-T-IL DES EFFET S
DELETERES DANS L'HTAP ?

Nous nous sommes intéressés a l'effet de I'entnaémé en mode excentrique sur le méme
modéle animal d’HTAP, le « rat monocrotaline »

La survie des animaux entrainés n’a pas éte différde celle des sédentaires. Les paramétres
de remodelage et fonction du VD mesurés en échbigrapétaient pas altérés chez les
animaux entrainés. La tolérance hémodynamique tieerteainement donc a été bonne.
L’entrainement a eu un bénéfice qui s’est traduittermes d’augmentation de la vitesse

maximale de course dans les deux groupes entraimades et témoins. Les effets sur



'expression des ARNm des genes impliqués dan®tehese mitochondriale ont été positifs
mais modestes, dans le muscle vaste intermédiaire.

En conclusion nous avons donc mis en évidence une atteintogeéde la transcription de
genes impliqués dans la biogenese mitochondrialmacle squelettique, plus précoce que
celle qui apparait dans le VD. Cette derniere smtvau stade d’insuffisance cardiaque. La
traduction protéique et fonctionnelle de ces aliéna est tres tardive, au stade décompensé
de linsuffisance cardiaque, tant dans le muscleeksftique que dans le VD. L’évolution
néfaste rapide de ce modele animal n’a néanmoisgeanis d'affirmer si I'altération des
capacités oxydatives mitochondriales est une causene conséquence de la transition de
I'hypertrophie a la défaillance ventriculaire deoit

L’atteinte précoce du muscle squelettique a étibaéte a I'influence de facteurs systémiques.
L’entrainement en mode excentrique pourrait amélides défenses de ce muscle. Nous
avons montré que ce type d’entrainement a ététbiéré sur le plan hémodynamique et qu'il
a amelioré la vitesse maximale de course sur tdpés.mode d’entrainement pourrait
constituer une modalité de réhabilitation chezpksents porteurs d’hypertension pulmonaire,

en ameéliorant la force musculaire mais avec uriegation cardio-respiratoire réduite.
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PRINCIPALES ABREVIATIONS

Acétyl CoA aceétyle coenzyme A

ADN acide désoxyribonucléique

ADNmt acide désoxyribonucléique mitochondrial
ADP adénosine-5’-diphosphate

Akt protéine kinase B

ALK activine-like-receptor-type |

AMPK protéine kinase activée par TAMP

ANT transporteur des nucléotides adényliques
ARN acide ribonucléique

ARNmM acide ribonucléique messager

ATP adénosine-5’-triphosphate

bcl-2 B-cell CLL/lymphoma 2 gene

BMPR 2 Bone morphogenetic protein receptor type |
BNP Brain natriuretic peptide

BPCO Broncho-pneumopathie chronique obstructive
BSA albumine de sérum bovin

ca’* ion calcium

CaMK calcium-calmoduline kinase Il

CK créatine kinase

Cox1 cytochrome c oxydase

CREB CAMP response element-binding

DOMS delayed onset muscular sorness

EIM espace inter-membranaire

FADH/FAD" flavine adénine dinucléotide réduite/oxydée
FC fréquence cardiaque

GAS muscle gastrocnémien

GH hormone de croissance

HP hypertension pulmonaire

HSF 1 heat shock factor

HTAP hypertension artérielle pulmonaire

HTP hypertension pulmonaire secondaire
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IGF insulin-like growth factor

LDH lactate déshydrogénase

MEC matrice extracellulaire

MEF 2 myocyte enhancer factor-2

mi-CK créatine kinase mitochondriale

Mn-SOD superoxyde dismutase associée au manganése
MPTP pore de transition de perméabilité mitochondrial
MT Monocrotaline

NADH, H*/NAD"

nicotinamide adénine dinucléotide réduit/oxydé

NADPH, H*/NADP*

nicotinamide adénine dinucléotide phosphate rémkytdée

NFxB facteur nucléaire kappa B

NRF nuclear respiratory factor

PAPmM pression artérielle pulmonaire moyenne

Pcap pression capillaire pulmonaire

PCR polymerase chain reaction

PCr Phosphocreatine

PDH pyruvate déshydrogénase

PDK pyruvate déshydrogénase kinase

PGC-1la peroxisome proliferator —activated receptor gamroaactivator
Pi phosphate inorganique

POD pression dans l'oreillette droite

PPAR peroxisome proliferator-activated receptor
p38MAPK p38 mitogen-activated protein kinase

mPTP pore de transition de perméabilité mitochondrial
Q débit cardiaque

NRF nuclear respiratory factor

NYHA New York Heart Association

ROS reactive oxygen speciesl espéces réactives oxygénées
RVP résistances vasculaires pulmonaires

SIRT1 sirtuin 1

SOD1 superoxyde dismutase 1

SOD2 superoxyde dismutase 2

SvO2 saturation en oxygene du sang veineux

16




TAPSE tricuspid annular plane systolic excursion
TFAmM mitochondrial transcription factor A

TM6 Test de marche de 6 minutes

TMPD N, N, N’, N’ tétraméthyl-1,4-phenylénediamine
TnC troponine C

TNF-a facteur de nécrose tumorale

Tnl troponine |

™nT troponine T

tRNA ARN de transfert

UCP protéine découplante (UnCoupling Protein)
VD ventricule droit

VEGF vascular endothelial growth factor

VDAC canaux ioniques voltage-dépendants

VG ventricule gauche

VDAC voltage dependant anion channel

VIH virus de I'immunodéficience humaine

VO, débit d’'oxygene consommé

VE/VCO, équivalent respiratoire en dioxyde de carbone
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INTRODUCTION

L’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) estidi&f par une augmentation de la pression
artérielle pulmonaire moyenne (PAPmM) supérieure5aninHg associée a une pression
capillaire pulmonaire normale (Pcap 15 mmHg). Cette augmentation de la PAPm est
secondaire a plusieurs mécanismes associant aedessdvariables une vasoconstriction, un
remodelage prolifératif de toutes les couches dedeoi vasculaire et une oblitération

thrombotique des arteres pulmonaires de petitrea(ib 2).

L'HTAP est une maladie orpheline, ce qui justif@e grise en charge dans des centres de
compétence qui disposent d’équipes pluridisciptasit de ressources optimales. En France,
le réseau national a été mis en place en 2000nidakive du Centre de Référence pour
I'Hypertension Artérielle Pulmonaire de I'HOpitalnfoine Béclere de Clamart et compte
actuellement 26 centres dont Strasbourg. Seloedistre national frangais ouvert en 2002, la
prévalence de la maladie est de 15 cas par millitrabitants, établie sur une étude
multicentrique regroupant 674 cas d’hypertensiolmpunaire. La prévalence est de 5,9 cas
par million d’habitants pour la forme idiopathig(8). L’age, similaire pour les 2 sexes, est de
50 +/- 15 ans, mais 9,1% des patients avaient ¢gug0 ans au moment de diagnostic. Ce
sont donc des patients relativement jeunes, ma&ig ghi le diagnostic est la plupart du temps
tardif puisque dans cette méme étude 75% des aBneen classe fonctionnelle Il ou IV
(New York Heart Association, NYHA) au moment du ghastic. La survie des patients
souffrants d’'HTAP a beaucoup augmenté durant lemigeles décennies grace au
développement de plusieurs classes de moléculeapthdiques dont les prostacyclines
(époprostenol, treprostinil et iloprost), les awtaigtes des récepteurs de I'endothéline
(bosentan et ambrisentan) et les inhibiteurs desgitadiestérase V (sildenafil et tadalafil).
L'HTAP reste pourtant une maladie grave et progvessncurable, dont la survie est de
seulement 50% a 5 ans. Le principal symptdme egblérance a I'effort, sous la forme de
dyspnée et/ou de fatigue musculaire. Le princigakeinant de la survie est la fonction
ventriculaire droite, mais les mécanismes cellaigt moléculaires sous-tendant la transition

vers la défaillance cardiaque droite sont peu cennu

L’altération du métabolisme énergétique joue umr iélportant dans cette évolution. Cela a
été montré dans de nombreuses études sur l'insnéscardiaque gauche. Il existe beaucoup
moins d’études sur I'insuffisance cardiaque drditéanmoins, elles montrent que I'altération

du métabolisme énergétique est impliquée dansd#odgtion contractile du ventricule droit
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(VD), du muscle squelettique et en diminue la tésise a la fatigue. Encore moins d’études
se sont intéressées au métabolisme énergétique Ruloks de la transition vers la
décompensation alors qu'il s’'agit probablement dismrnant majeur conduisant a sa
défaillance irréversible. Les thérapies cibléeslaupnction du VD pourront peut-étre offrir
aux patients HTAP une longévité accrue et une me# qualité de vie, comme cela flt le cas
lors de l'introduction des traitements d’épargnergatique comme les bétabloquants ou les
inhibiteurs d’enzyme de conversion dans l'insufiisa cardiaque gauche. Parallelement, la
myopathie décrite dans I'HTAP, qui touche les mesalespiratoires comme les muscles
périphériques, pourrait peut-étre bénéficier deffdte d'un entrainement adapté afin
d’améliorer la dyspnée et la résistance a la fatigu plus long terme. Le rapport
bénéfice/risque du réentrainement a 'effort esbemtrés débattu dans cette pathologie.

Au cours de ce travail de thése, nous nous somnope$e d’étudier, dans un modéle animal
(rat) d’'HTAP induite par la monocrotaline, les cégsences de cette pathologie sur la
mitochondrie musculaire, principale usine énergegide la cellule. La premiere partie de ce
travaill a été consacrée a I'étude chronologique aeslifications du fonctionnement
mitochondrial dans les ventricules droit et gaueh@ans certains muscles squelettiques. Dans
une seconde partie, je me suis intéressée aus ekdtentrainement en mode excentrique sur
la survie, I'évolution hémodynamique et les capacia I'effort des rats porteurs d’une

hypertension pulmonaire stable.

~

Afin d’introduire ces études, nous avons consagnépremier chapitre a I'hypertension
artérielle pulmonaire et son impact clinique. Lew®l chapitre mettra I'accent sur les
conséquences de I'hypertension pulmonaire sur fegrigtés du muscle strié, cardiague et
squelettique tandis que le troisieme chapitre prtésa de brefs rappels sur la structure, la
fonction et la biogenése mitochondriale. Enfin,demnier et quatrieme chapitre présentera les

particularités et I'intérét de I'exercice en moceentrique.

Notre équipe EA 3072 ayant depuis plusieurs anoéesne une des thématiques principales
la mitochondrie et I'exercice, je remercie ma aglié Marie-Eve Isner de m’avoir autorisé a

reproduire une partie des rappels de sa these m@amtees deux sujets.
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CHAPITRE | : 'HYPERTENSION ARTERIELLE PULMONAIRE

[.1. DEFINITION ET CLASSIFICATION

L’hypertension pulmonaire (HP) est définie par @ugmentation permanente de la pression
artérielle pulmonaire moyenne au-dela de la lirsitpérieure de la normale, par consensus
établie a 25 mmHg au repos. La pression pulmomaggenne normale est située entre 10 et
15 mmHg et des valeurs supérieures a 20 mmHg swrmales. Les patients ayant des
valeurs comprises entre 20 et 25 mmHg doivent féalget d’études cliniques en tenant
compte aussi de l'age, afin d'établir la valeur qostique et physiopathologique de ces
pressions intermédiaires.

L’hypertension pulmonaire apparait dans différesiasations pathologiques et est associée a
une palette d’anomalies histologiques. En raison cdde diversité, I'HP est classée
actuellement en 6 groupddgna Point, 2008définis d’aprés des caractéristiques communes
d’ordre clinique, de réponse au traitement et sarpdtentiels mécanismes étiologiques.
L’inclusion correcte d’'un patient dans une de casa@gories est importante car cela a des
implications thérapeutiques et pronostiques. Des,plas différences histologiques et de
localisation des Iésions au niveau de l'arbre Jas@ pulmonaire sous-tendent des
mécanismes pathogéniques différents qui pourrapartmettre de mettre au point des

thérapies spécifiques efficaces.

Les différents groupes, sont resumeés dans le taldlede n'apporte des précisions que sur le
groupe 1 qui comprend plusieurs affections condisa une Hypertension artérielle
pulmonaire (HTAP). Les patients atteints ont des réponsesiegiilaires aux traitements
disponibles : antagonistes des récepteurs a I'egting, inhibiteurs de phosphodiestérases de
type V et prostanoides.

Les maladies regroupées sous le terme d’'HTAP s@pérées en quatre principaux sous-
groupes :

1) lesHTAP idiopathiquesdéfinies par la survenue de la maladie en I'atsefune affection
associée deéecelable,

2) lesHTAP héritablegprésentant une mutation génétique connue),

3) lesHTAP associées a la consommation de toxiques se gianorexigénest

4) ’THTAP associée a diverses pathologies (connectivitesciiahn par le VIH, hypertension

portale, cardiopathie congénitale, schistosomiasgmie hémolytique chronique).
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Le groupe 1' comprend la maladie véno-occlusive et I'hémangtos®capillaire pulmonaire
gui sont caractérisées par une atteinte veinuidireapillaire prédominante, et par un risque
d’cedeme pulmonaire en réponse a un traitementfepécde 'HTAP. Pour ces raisons, mais
en tenant également compte de la similitude climiguec 'HTAP idiopathique, ces deux
entités ont été inclues dans un groupe 1'.

Par définition, les hypertensions pulmonaires «sdames» (HTP) a une cause bien identifiée
n'appartiennent pas au groupe des HTAP propremésg. cElles peuvent souvent, mais pas
toujours, bénéficier d'un traitement spécifique: ladée thromboembolique chronique,
insuffisance cardiaque gauche (HTP post-capillaipgthologies respiratoires chroniques
(HTP hypoxique). Le groupe 5 comprend des causes rdHP, mais actuellement bien
individualisées (sarcoidose, histiocytose, splémeit, syndromes myélo-prolifératifs ou

métaboliques).

|.2. HYPERTENSION ARTERIELLE PULMONAIRE (GROUPE 1)

L’hypertension artérielle pulmonaire est caract&ipar un remodelage des petites artérioles
(<500um). La prolifération des cellules endothékaét musculaires lisses conduisent a une
hypertrophie de média et de lintima, les zonesfitdeose intimale et les thromboses
organisées et recanalisées sont associées dansoce appelle I'artériopathie pléxiforme,
caractéristique d’'HTAP. La conséquence est une auotation progressive des résistances
vasculaires et de la pression artérielle pulmondioac de la post-charge ventriculaire droite,
qui conduit a plus ou moins long terme a une défak ventriculaire droite et au déces.
Néanmoins, de remarquables progres concernantyigpathologie, le management et les
traitements spécifiques ont été réalisés lors deetaiére décennie, qui ont contribué a la

réduction de la morbidité et & 'amélioration deslavie des patients.

Un sous-groupe homogéne qui a été largement étedidernieres années est celuildés\P
idiopathiques, héritables et induites par la prifanorexigénesLa survie des patients avec
une HTAP idiopathiqgue ou familiale observée dars d@nées 1980 d'aprés le registre
americain était, en I'absence de tout traitememcifigue, de 68% et 48% a 1 et 3 ans
respectivement (survie médiane de 2,8 ans). Leqéhmn épidémiologiques du registre
francais d’'HTAP (2002-2003) publiées en 2010 (4t fétat dans ce groupe d’une survie des
cas prévalents (diagnostic réalisé dans les 3 @t@gant I'inclusion, avec une moyenne de
1,6 ans) de 89%, 77% et 69% a 1-, 2- et 3 ansctgpment.
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Tableau 1 : Classification clinique des hypertens®pulmonaires (Dana Point 2008)

1. Hypertension artérielle pulmonaire (HTAP)
1.1HTAP idiopathique (ex primitive)
1.2 HTAP héritable : BMPR2, ALK1, endogline (avacsans maladie de Rendu-
Osler), non connu
1.3 HTAP induite par la prise de médicaments dbgigues
1.4 HTAP associée a :
- une connectivite
- une infection par le VIH
- une hypertension portale
- une cardiopathie congénitale
- une schistosomiase
- une anémie hémolytique chronique
1.5 Hypertension pulmonaire persistante du nouveau-
1'. Maladie veino-occlusive pulmonaire et/ou hémangmatose capillaire pulmonaire

2. Hypertension pulmonaire due aux cardiopathies gaches
2.1 Dysfonction systolique
2.2 Dysfonction diastolique
2.3 Valvulopathie

3. Hypertension pulmonaire due aux maladies respitaires et/ou a I’hypoxie
3.1 BPCO
3.2 Pathologie interstitielle pulmonaire
3.3 Autres maladies pulmonaires restrictives eblosiructives
3.4 Troubles ventilatoires du sommeil
3.5 Syndrome d’hypoventilation alvéolaire
3.6 Exposition chronique a la haute altitude
3.7 Anomalies du développement

4. Hypertension pulmonaire de la maladie thromboemblique chronique cruorique

5. Hypertension pulmonaire de mécanisme non clainomultifactoriel
5.1 Troubles hématologiques : troubles myélopraiiés, splénectomie
5.2 Troubles systémiques : sarcoidose, histiocyggselmonaire,
lymphangioleiomyomatose, neurofibromatose, vasitatar
5.3 Troubles métaboliques : glycogénose, maladi@alecher, troubles thyroidiens.
5.4 Autres : obstruction tumorale, médiastinitedgante, insuffisance rénale
chronique dialysée
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Par contre les cas incidents (diagnostic realisg ¢ la période d’inclusion) avaient une
survie a 1-, 2- et 3 ans de 89%, 68% et 55%. L'HTA$te donc une maladie dévastatrice,
avec des symptbmes conduisant a un handicap fonefiimportant et au déceés relativement
rapide.

L’insuffisance ventriculaire droite est la principacause de décés chez ces patients et la
capacité du ventricule droit (VD) a s’adapter augjmentation progressive des résistances
vasculaires qui fait suite au remodelage des al&&ripulmonaires représente le principal

facteur pronostic fonctionnel et de survie (5).

I. 3. EVALUATIONS FONCTIONNELLE ET PRONOSTIQUE

La suspicion d’'HTAP doit conduire a une série déstigations qui permettrons de confirmer
le diagnostic, de préciser I'étiologie, d’évaluexr gravité de I'atteinte fonctionnelle et
hémodynamique et donc de choisir la meilleure optigerapeutique, de suivre la réponse au

traitement et d’établir, dans la mesure du possielpronostic a long terme.

1.3.1. CLASSE FONCTIONNELLE NYHA

La classe fonctionnelle NYHA permet de stratifies symptdomes en fonction de la sévérité
(dyspnée, fatigue, douleurs thoraciques, syncopes) rapport a l'activité physique
guotidienne. Les signes cliniques d’insuffisancelieaue droite et leur aggravation, ainsi que
'apparition des syncopes sont considérés commedatsurs pronostiques de I'HTAP. La
classe NYHA est utilisée et validée comme facteadigtif d’évolution, tant avant qu’apres
lintroduction d’une thérapie spécifique. Les rémsn recommandations internationales
considerent d'ailleurs la classe NYHA comme un dedicateurs-clés dans le suivi des
patients atteints d’HTAP (1, 6). Néanmoins, il faemir compte du caractéere subjectif de la
classe NYHA qui est donc sujet a une sous- ou soraison en raison de la différence de
perception des symptdbmes d'un patient a l'autrenéme d'un clinicien a l'autre. Les
comorbidités comme I'obésité, I'age, les affectianasculo-squelettiques peuvent étre des
facteurs confondants et, par leurs propres sympphmiter les activités quotidiennes des
patients. De plus, ce qui est particulier dans AfTest qu’'une classe fonctionnelle | ou Il de
la NYHA n’est pas toujours associée a une hémodijqmemnsatisfaisante, surtout chez les
jeunes patients qui sont a risque d’évolution ragidnt défavorable (7, 8). En conclusion,
malgré sa valeur pronostique, la seule classe itomalle NYHA n’est pas suffisante pour

déterminer le pronostic et d’autres parametres is@cegssaires.
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1.3.2. TESTS D'EXERCICE

L'exploration a I'exercice peut apporter des infations majeures a la fois sur les plans
diagnostique et pronostique. Il peut s’agir sourdtest de marche de 6 minutes (TM6), soit
d’'une épreuve d’exercice incréementale maximale awesure des échanges gazeux et de la

consommation maximale en oxygene Qvf@x).

Le test de marche de 6 minuteTM6) est un test sous-maximal facile a réaliser,
reproductible, de faible colt et représentatif al@ie quotidienng9). La distance parcourue
au TM6 est un bon facteur pronostique (4) et ededirectement proportionnelle au deébit
cardiague, et inversement proportionnelle aux t&@sites vasculaires pulmonaires (10) et a la
classe fonctionnelle NYHA.

La valeur absolue de cette distance, plutét quifi@rence par rapport a la valeur précédente,
a une valeur prédictive apres le début d’'un tragieinspécifique (10-12). Cela explique que
dans les recommandations actuelles une distanceyrae >500m doit constituer 'objectif
thérapeutique, alors qu'une une valeur <300m dwoitdaire & une escalade thérapeutique.
Toutefois, la distance parcourue au test de matet&minutes ne dépend pas seulement de la
fonction cardiaque, mais également de facteurs amanmotivation, la fatigue musculaire,
d’éventuelles co-morbidités, I'age, le poids etlidie.

Chez des patients avec une HTAP sévere, I'entrainera l'effort strictement surveillé
ameliore de facon spectaculaire de la distance M6 T+111m), sans modification des
parameéetres hémodynamiques de fonction ventricuthivée (13). Par contre, 'amélioration
hémodynamique sous traitement ne s’accompagneyptarmtiquement d’une amélioration
significative de la distance parcourue au TM6 #iecderniere était > 450 m au départ (14). Il
semble donc bien exister une dissociation entr@deametres hémodynamiques centraux de

repos et la capacité fonctionnelle mesurée sumMeé.T

Le test d'effort cardio-respiratoire est moins utilisé que le TM6 en raison de certains
facteurs limitant sa reproductibilitt comme les oobondités et la motivation des patients,

surtout dans les stades avancés d’'HTAP. Aussilip&Ement requis et I'expérience nécessaire
du personnel médical et technique font que ces tasit beaucoup plus difficiles a réaliser
que le TM6.

Néanmoins, le test d’effort permet de mettre emléwe plus facilement des améliorations
cliniques car c’est un test maximal, surtout chez patients ayant une relativement bonne

capacité d’exercice de base, chez qui le TM6 pledbmpner. Le paramétre le plus étudié est la
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valeur maximale de VQcalculée lors de ce test (Y@c). Dans les recommandations
actuelles, une valeur de la Milc supérieure a 15ml/mn/kg est associée a un bamoptic,
alors qu’une valeur < 12 ml/mn/kg est de plus maupeonostic (1). Dans une étude sur 86
patients dont 70 ont été aptes a realiser un te$fiod incrémental, I'association d’'une
VOgypic < 10,4 ml/kg/min avec une pression systoligggtémique au pic de I'exercice < 120
mmHg constituait un indice de survie tres limit@8%) a 12 mois (15). A c6té du pic de
VO,, d'autres paramétres apportent une informatiomgstique sur la survie et le temps
avant la détérioration clinique. L’équivalent vdaitbire pour le dioxyde de carbone
(VE/VCO,) au premier seuil ventilatoire (valeur seuil de B4t corrélé a la classe NYHA

(16) et constitue un facteur pronostique indépendarsurvie (17).

1.3.3. LECHOCARDIOGRAPHIE

L’échocardiographie est la méthode non invasiviség en routine pour le dépistage et le
suivi de 'HTAP. Elle permet d’accéder a des infatians a la fois sur I'anatomie et la
fonction du cceur droit, mais aussi a des paramb&esodynamiques. De nombreuses études
ont montré que certains parametres echographiguesgpeort avec la fonction du VD ont une
valeur pronostique. Parmi ceux-ci, citons la présetiun épanchement péricardique qui est
lie a la perturbation du drainage veineux et lyatigjue du myocarde due a 'augmentation
de la pression dans l'oreillette droite (POD), eefile la dysfonction diastolique du VD (18,
19). Il a été aussi montré que la valeur du TAPS8iuépid annular plane systolic
excursion, indice de fonction systolique du ventricule droést corrélée a la fraction
d’éjection du VD (20-22) et qu’en dessous du sdeill,8 cm la dysfonction systoligue mais
aussi diastolique du VD est importante et assaxiée index cardiaque et une survie abaissés
(22). Ces deux indices, le TAPSE et la présence daanchement péricardique, sont faciles a
déterminer et font donc partie du bilan dévaluatides patients HTAP, d'aprés les
recommandations internationales.

L'indice de Tei (valeur normale de 0,28 + 0,04) est autre indicateur de dysfonction
ventriculaire droite (23, 24), qui integre des pagtres a la fois systoliques et diastoliques du
VD. L'augmentation de cet indice est corrélée g@diavation clinique. Parmi les autres
parametres échographiques ayant une valeur prqoestbn peut citer le diamétre et
I'épaisseur de la paroi libre du VD (25), I'indelexicentricité du VG (18) et, chez les enfants
souffrant d’HTAP, le rapport entre la durée deystsle et la diastole du VD (26).

Malgré son importance dans le dépistage et le sl@sgi patients et sa large disponibilite,

'échocardiographie a ses limites techniques et @sérateur-dépendante. Au niveau
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individuel, cette exploration sous-estime parfeis pressions surtout en présence d’'une fuite
tricuspidienne importante (27). De plus la presgiaimonaire systolique n’est pas un facteur
prédictif de survie.

Récemment il a été montré chez les patients trp@éshérapies spécifiques, que la fraction
d’éjection du VD mesurée elRM est mieux corrélée au pronostic que les résistances
vasculaires pulmonaires. 25% des patients étudigdgré la diminution des résistances
vasculaires, ont évolué vers une détériorationad@mction du VD et un mauvais pronostic
(28). Cette étude souligne I'importance de la cahpnsion des mécanismes conduisant a la

défaillance ventriculaire droite.

1.3.4. CATHETERISME CARDIAQUE DROIT

Du fait des limites actuelles de I'exploration éghaphique du cceur droit, I'exploration
hémodynamique représentedeld standardpour le diagnostic d’'HTAP, pour le suivi apres
l'initiation du traitement spécifique et en casglaavation clinique, avant tout changement
thérapeutique. Selon les recommandations des ésciétiropéennes de cardiologie et
pneumologie (ESC/ERS), le cathétérisme cardiaquieirdpérativement étre réalisé lors du
bilan initial d’hypertension pulmonaire, devant ursispicion échocardiographique
d’hypertension pulmonaire (vitesse du flux de régation tricuspide > 3,4 m/s ou > 2,8 m/s
si associée a d'autres signes échocardiographisuggérant une hypertension pulmonaire
(2). Il permettra de définir le caractere pré owstpmapillaire de la maladie. Néanmoins, il
s’agit d’'un examen invasif, pas toujours bien ateqar les patients et qui doit étre réalisé
dans des centres expérimenteés.

Une partie des paramétres hémodynamiques a égalemervaleur pronostique : la POD
élevée (>20 mmHg), l'index cardiaque abaissé (dA@n/m2) et la diminution de la
saturation veineuse en, @5vQ,) (1). Récemment Thenappan et coll. (29) ont démdaune
éguation de prédiction de la survie en utilisarg daramétres mesurés lors du cathétérisme
cardiaque droit. La survie calculée grace a cajteatton appliquée a d’autres cohortes de
patients (autres que celle utilisée pour batir Uagen) n’était pas différente de la survie
observée dans ces cohortes. Il faut préciser gsienices pronostiques dérivés de ces
parameétres sont applicables aux patients portéursee HTAP idiopathique et ne sont pas

validés pour les HTP d’autres étiologies.

Les données hémodynamiques obtenus lors du casimé¢ércardiaque droit ou lors de

I'échographie cardiaque doivent néanmoins toujétmes confrontés aux parameétres cliniques
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afin d’évaluer le pronostic des patients. L'études degistres a permis de décrire les
caractéristiques anthropométriques, clinigues ehda§namiques des patients HTAP. Le
registre frangais a montré, grace a une analysévemige que, pour 'HTAP idiopathique,
familiale et liée aux anorexigénes, le sexe féminime bonne distance au TM6 et un débit
cardiaque augmenté sont des facteurs associés eiteure survie (Humbert, Circulation
2010). Enfin, certains paramétres biologiques, centenBNP brain natriuretic peptidg
doivent étre pris en compte afin de permettre uedlenre évaluation du pronostic, relié
surtout a la fonction du VD. Actuellement, les wakeseuils optimales ainsi que la meilleure
éguation permettant, en tenant compte de tousaresngtres, d’obtenir une bonne preédiction

du pronostic, n'ont pas encore été définis.
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CHAPITRE 1l. MODIFICATIONS DES MUSCLES CARDIAQUE ET
SQUELETTIQUES DANS I'HTAP

[I.1. LE VENTRICULE DROIT

L’'importance du VD dans le pronostic de I'HTAP agement été confirmée dans des études
de survie ou difféerents paramétres hémodynamige#éétant la fonction du VD ont éte
identifiés comme prédictifs de mortalité : pressdams l'oreillette droite, débit cardiaque et
index cardiaque (30, 31). La défaillance du VD ¢itmes la cause principale de mortalité chez
les patients porteurs d’'HTAP. La capacité du VDa@lapter a 'augmentation des résistances
vasculaires pulmonaires (RVP) associée aux motldica de la vascularisation est le facteur
pronostique essentiel de la capacité fonctionnellale la survie des patients dans cette
pathologie. Il est important de souligner égalengr I'augmentation de la post-charge n’est
pas seule responsable de l'insuffisance ventriaildroite puisque la sténose pulmonaire
ainsi que le modele animal de sténose progressveadere pulmonaire ont un meilleur
pronostic que I'HTAP chez 'lhomme ou que 'HTAP éximentale (32). Chez I'animal,
'association sténose de l'artére pulmonaire etolig conduit a une augmentation des
pressions droites qui vont atteindre le niveau piessions systémiques sans défaillance
ventriculaire droite (33, 34).

Malgré son importance, le VD ne constitue une thi&mua de recherche que depuis peu de
temps et nous connaissons peu de choses sur lesismes qui conduisent a l'insuffisance
cardiaque droite, la valeur pronostique des chaegé&rde structure et fonction ventriculaire
droite, ou l'effet des thérapies spécifiques suv2 (20, 32, 35). En effet, les trois classes
thérapeutiques spécifiques employées actuellemrdomme cible principale le remodelage
vasculaire pulmonaire, et non le VD. Ces dernieaesées, une seérie de parametres
caractérisant la structure et la fonction ventaica droite, la plupart mesurés par des
techniques non-invasives, ont été proposeés afippdécier le pronostic et la réponse au
traitement. Les techniques les plus répandues Bédhographie cardiaque et I'IRM.
Néanmoins, une partie de ces indicateurs doit €aadardisée et validée dans de larges
cohortes avant d’étre utilisée en routine chezpbgents HTAP. Ce que nous savons est que
linsuffisance ventriculaire droite est potentieflent réversible, comme cela a été observé
aprés transplantation pulmonaire ou endartériegopulmonaire pour HTP thrombo-

embolique chronique.
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La recherche sur l'insuffisance cardiaque gauch@eamis de dévoiler de nombreux
mécanismes physiopathologiques concernant le eatdgrgauche (VG), qui sont parfois, par
extrapolation, transposés au l'insuffisance caratadroite. Néanmoins il ne faut pas oublier

les différences structurales, fonctionnelles etéeesloppement qui séparent le VG du VD.

[1.L1.1 'HYPERTROPHIE DU VENTRICULE DROIT

L’augmentation de la post-charge est a l'origine I@delaptation initiale du VD. Les
caractéristiques anatomiques du VD (paroi fin@ene en demi-lune) expliquent sa
compliance plus importante que celle du VG et gaaciéé de s’adapter rapidement a la
surcharge volémique. La relation pression-volunitegige le VD répond a la majoration de la
post-charge par une augmentation de la contréctlihez les patients porteurs d’'HTAP, cette
majoration chronique de la post-charge due a uigenantation des résistances vasculaires
conduit a une hypertrophie concentrique du WiQufe 1) qui permet de maintenir un index
cardiaque et des pressions de remplissages carététe adaptation se fait au prix d’'une

augmentation de la pression pulmonaire moyenn® (@A

A Marmal B IPAH

Figure 1: La configuration du VD chez le sujet sain (A)
et dans 'HTAP (IPAH) (B) ; RV- ventricule droitL;V-
ventricule gauche. Modifié d’apres (32).

L’hypertrophie ventriculaire, déclenchée par I'awgntation du stress pariétal, est due a une
augmentation de la synthese des protéines et thlllades cardiomyocytes par I'ajout de
sarcomeres (32). Le stress mécanique est « tradumtsignaux chimiques intracellulaires par
des intégrines (récepteurs d’'adhésion cellulaitags entre la matrice extra-cellulaire et le
cytosquelette) et a travers des canaux ioniquesiéssitau niveau des cellules
cardiaques (myocytes, fibroblasts et cellules dm@@ties) (36). Ce phénomene est renforce

par des influences neuro-hormonales (comme le mgsténine-angiotensine ou le systeme
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sympatique), auto- et paracrines. L’hypertrophieMi s’accompagne de modifications de
I'expression des protéines contractiles et régakgr comme par exemple la dégradation de
la troponine, le changement de la proportion dedngs lourdes de myosine de typeen
faveur du typd (37). Les chaines légeres de type cardiague daniren faveur de celles de
type a-actine, squelettique et muscle lisse (38).

L’hypertrophie et la prolifération des cardiomyaeytnécessitent le soutien de la matrice
extracellulaire (MEC) et de la vascularisation. MEC est constituée essentiellement par un
réseau de fibres de collagene qui entoure et petimeérconnexion des myocytes,
myofibriles et faisceaux musculaires et représaintsi le milieu de conduction électrique. Un
milieu inhomogéne prédispose aux anomalies de atiothuet aux troubles de rythme (39).

La vascularisation doit s’adapter par angiogénésdams des conditions physiologiques, ce
phénomene adaptatif est favorisé par le VEGF, l@pajétine | et par d’autres facteurs de

croissance.

Cardiomyocyte

Stress
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Cardiomyocyte MEsThCmEes Extra-cellular Matrix
Hypertrophy S Changes
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ROS/RNS Inflammation
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MHE switch; Ca®* handling: Mitochondropathy
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s b
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Figure 2 Mécanismes cellulaires et moléculaires suppasgdiqués dans
la transition vers la défaillance ventriculaire itkodans I'HTAP (modifié
d’'aprés (32).

I1.L1.2. LA TRANSITION DE L'HYPERTROPHIE VERS LA DIATATION ET LA
DEFFAILLANCE DU VENTRICULE DROIT

Contrairement au VG, le VD ne peut pas maintemgtemps I'hypertrophie « adaptative »
face a une augmentation soutenue de la post-claargaression et finalement survient la

transition vers la dilatatiorfigure 2). A ce stade, la contractilité n’augmente plusnogme

32



diminue, ce quon appelle le découplage du VD. Ldatation du VD a des
conséquences fonctionnelles: le reflux au niveauadealve tricuspide par dilatation de
'anneau et traction des cordages, 'augmentat®madoression dans l'oreillette droite, mais
également laltération du remplissage du VG padiminution de sa pré-charge due a
'augmentation du temps de contraction et I'asyonlsme du VD. (40, 41). Le remplissage
du VG est affecté par le déplacement du septumlaeyauche, et par I'allongement du temps
de contraction du VD dans la proto-diastole (42). 43¢ phénoméne contribue, avec la
dysfonction systolique et diastolique du VD, a imidution du débit cardiaque dans le stade
avancé de I'HTAP.

Les mécanismes cellulaires et moléculaires qui -sendent 'adaptation et surtout la
transition vers la défaillance du VD sont peu canaticommencent a étre déchiffrés surtout
grace a des études expérimentales.

Le déséquilibre entre la demande et I'apport d'Q semble jouer un rdle crucial (44).
L’augmentation de la tension pariétale majore laaede en @et diminue en méme temps la
perfusion coronaire, aggravant le cercle vicieuxad#gefaillance.

Les modifications cellulaires, ajoutées aux chargggm de structure de la matrice
extracellulaire (fibrose et dégradation) et a liaggnése inadaptée sont associées a la
dysfonction contractile et diastolique du VD. Cdmmgements au niveau du VD ont été
démontrés dans une étude expérimentale récenteelgnobitenu par I'administration d’'un
inhibiteur de récepteur de VEGFacular endothelial growth factpassociée a I'’hypoxie,
SuHXx) : fibrose myocardique droite probablementéponse au stress oxydant, diminution de
la capillarisation du VD, diminution du niveau detgine VEGF malgré des taux élevés de
protéine HIF-& (hipoxia-induced factord), censée stimuler le VEGF. De plus il a été montré
gue ces modifications ne sont pas induites uniguéipa& I'augmentation de la post-charge,
en comparant le modéle SuHx avec le modeéle de stémmgressive de I'artére pulmonaire.
Dans ce dernier, I'hnypertrophie du VD est propaontielle a 'augmentation de la pression
systolique du VD et toutes les modifications désritdans le premier modele (fibrose
myocardique, raréfaction de capillaires et dilatatie VD), n'apparaissaient pas (33).

La diminution de I'expression protéique de VEGFt@ ipliquée aussi dans la dysfonction
du VD dans le modéle rat-monocrotaline en 1998, (A&)is pas dans le modéle hypoxie, ou
I'hypertrophie du VD n’est pas suivie par sa dédaite. Ces données suggérent donc une

inadaptation de I'angiogénése a I'hypertrophie naydiue qui, ajoutée a la diminution de la

33



perfusion coronaire du VD due a I'hypotension gystgie, peut expliquer en partie la

dysfonction contractile et I'apoptose cellulaire.

Peu de données sont disponibles concernantméabolisme énergétiquedu VD.
L’accumulation de glucose dans la paroi de VD anébétrée par tomographie par émission
de positrons chez les patients souffrant d’HTARuawlation d’autant plus importante que la
post-charge était importante. La transition du inélfame oxydatif des acides gras vers le
meétabolisme glycolytique, un peu moins consommatiéds (-12%) représente une stratégie
déemontrée dans l'insuffisance ventriculaire gauaie de réduire la consommation @d'(36)

en condition d’hypoxie. Dans le VD des rats-montaline, la transition métabolique se fait
vers la glycolyse anaérobie en raison d’'une altératu métabolisme oxydatif mitochondrial.
Une des étiologies serait 'impossibilité du pyrieyagqui provient du métabolisme du glucose,
d’entrer dans le cycle du Krebs en raison de Ibitton de la pyruvate déshydrogénase par les
pyruvate dehydrogenases kinases (PDK). Le réselatla majoration de la glycolyse
anaérobie et l'apparition d’'une acidose. La glyselyanaérobie produit que 2 molécules
d’ATP/molécule glucose et, malgré une majorationl’dpport du glucose dans la cellule
myocardique, elle ne peut compenser que temporaiteda diminution du métabolisme
oxydatif. Cette altération métabolique a comme égusence la diminution de la contractilité
myocardique et finalement, la dysfonction ventidid (46). Le PPAR(peroxisome
proliferator-activated receptgrsemble avoir un réle important dans la balanceabwdique
déterminant l'utilisation des acides gras ou dwcgse (47), mais aussi la surexpression de
HIF-1a qui stimule l'activité des enzymes de la glycolgseérobie (48) et la transcription
des PDK. Dans le modele de sténose d’artere pulingoles réserves de créatine phosphate
du VD isolé hypertrophié sont diminuées, mais leeau d’ATP est maintenu par une
moindre dépendance de métabolisme oxydatif grack daransition au métabolisme
glycolytiqgue (49). Ce n’est pas le cas dans le reodat-monocrotaline, ou le niveau de
créatine phosphates mais aussi d’ATP étaient diésiru 6 et 8 semaines apres l'injection
(50). Les capacités oxydatives mitochondriales siiminuées et corrélées a la fonction du
VD, plus précisément a lindice de Tei. Si cettaniiution est une conséquence des
anomalies structurales ou fonctionnelles mitochiahels ou le résultat des facteurs inhibiteurs

comme les ROS ou la déviation métabolique anaéraolest pas encore clair.

Le stress oxydantjoue un role essentiel dans le remodelage du Vilaes la transition vers

le stade déecompensé de l'insuffisance cardiaques@aces sont multiples et la mitochondrie
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en fait partie, produisant des ROS en exces enittamgl d’hypoxie cellulaire. Les ROS, a
leur tour, stimulent la voi@38 mitogen-activated protein kina§g38MAPK) conduisant a
I'activation de I'apoptose (51). Comme cela a étntré dans plusieurs études, les capacités
antioxydantes estimées par la mesure de I'expmes8iBN ou protéique des enzymes
antioxydantes, mais aussi des leurs activités eatigones, sont diminuées dans le VD
défaillant, apres une activation dans la phasep#hyophie (52, 53). L'expression de NRF2
(facteur respirateur nucléaire)2 facteur régulateur de I'expression de plusieemgymes
antioxydants, est diminuée dans le modéle SuHx (38)roduction excessive des ROS va
déterminer des dommages au niveau de I’ADN, dedelfpet des protéines et, probablement
conduire a la fibrose. Elle conduit aussi, commee été montré dans l'insuffisance cardiaque
gauche, a la diminution de la contractilité deslmanyocytes et au remodelage cardiaque.
Une partie de voies impliquées dans linsuffisavemtriculaire droite est probablement
stimulée par les modifications de la vascularisapalmonaire, se reflétant sur la fonction du
VD. Par exemple, les mastocytes, abondants darati®s pulmonaires et le myocarde des
patients et des animaux HTAP, sont impliqués, damsuffisance cardiaque gauche, dans
l'activation des métalloprotéinases, impliquées sdda dégradation du collagéne et la

dilatation ventriculaire (54).

Deux études se sont intéresséespanfil génétigue des animaux qui évolue vers la
défaillance ventriculaire droite. La premiere (85nontré, dans le modéle rat-monocrotaline,
gue tres tot dans le développement de I'hypertepli VD, les animaux qui vont évoluer
vers l'insuffisance cardiaque droite ont un pré&RN pro-apoptotique. Ce profil concerne
plus particulierement, mais pas seulement, I'exgioesdes génes impliqués dans la structure
et le fonctionnement mitochondrial comme le bclEcellICLL/lymphoma 2 le TFAmM
(facteur de transcription mitochondriale )Aou ANT1 (transporteur de nucléotides
adényliques et VDACL1 (anal ionique voltage-dépendany, tes 2 derniers codant pour
des composants du MPTpofe de transition de perméabilité mitochondyidlne étude plus
récente a utilisé un modele de souris soumise astémose pulmonaire relativement sévere
évoluant vers la défaillance cardiaque droite (5&), le comparant avec un modéle
d’insuffisance cardiaque gauche par constrictiatiquee. Les auteurs ont analysé le profil des
micro-ARN (miARN, nucléotides impliquées dans lgukation des genes et qui n'ont pas de
fonction de codage) dans les deux ventricules,ugiglirs moments dans I'évolution vers
l'insuffisance cardiaque. Dans I'ensemble le preétiit similaire, mais quelques miARN et

leurs genes cible étaient spécifigues au VD. Aim®s génes concernaient des voies
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apoptotiques, de fibrose, de transport mitochohdra de métabolisme énergétique. Les
auteurs suggerent une sensibilité plus important®¥[@ a 'augmentation de la post-charge

par rapport au VG.

Les études réalisées sur le VG suggerent plusieacainismes susceptibles d’intervenir dans
la transition vers l'insuffisance ventriculaire @#s mécanismes méritent étre explorés dans
'hypertension pulmonaire. Un rdle important dares transition de [I'hypertrophie a
l'insuffisance ventriculaire gauche a été attrildu@biogénése mitochondrialg57, 58). Un
facteur central de contrble de la biogénese eBE-k (peroxisome proliferator-activated
receptor gamma co-activatef) et la diminution de son expression a été confrmaéns des
nombreuses études chez I'homme (59, 60) ou dansdd&sents modéles animaux
d’insuffisance cardiaque. Cette diminution concegégalement la cascade transcriptionnelle
dépendante de PGGtl(les NRF, le TFAm) ou les protéines cibles contanetrate-synthase
ou la cytocrome c oxydase (61, 62) et est corré&lizefonction cardiaque. La régulation de la
biogénése mitochondriale dans la phase compend$ggedrophie ventriculaire, est moins
claire car les résultats sont contradictoires,action du modeéle utilisé ou du moment dans
I'évolution de la pathologie. Il semble que ce phré@@éne s’adapte a 'augmentation de taille
des cardiomyocytes afin de répondre a une demaretgétique plus importante (58jglre

3).
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Figure 3: La biogénése mitochondriale dans le myocarde riprma
hypertrophié ou défaillant. D’aprés (57).
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Les études spécifiques a l'insuffisance cardiagwite] relativement peu nombreuses, sont
généralement le résultat de la recherche sunaekeles animauxget le degré d’hypertrophie

et de défaillance varie en fonction de modele,adddse de produit d’'induction administrée,
de type d’animal et de moment de I'évolution. Daes modéles ont tous leurs limitations,
mais néanmoins ils sont indispensables dans la @rapsion des mécanismes cellulaires et
moléculaires de la maladie et dans I'élaboratios deuvelles thérapeutiques. L’hypoxie
chronique conduit a une vasoconstriction pulmonateune hyperplasie des cellules
musculaires lisses vasculaires. Il est souvent ssipte de déterminer quels sont les effets de
I’hypoxie et quels sont ceux de 'augmentationa@adst-charge sur le VD et généralement le
modele n’évolue pas vers l'insuffisance cardiadies modeéles d’hypertension pulmonaire
par hyper débit (shunt aorto-cave) entrainent dedifinations qui s’approchent de celles
vues dans les HP des cardiopathies congénitalas,paa de celles observées dans d’autres
types d’'HP(63). Le modele obtenu par sténose ddet@ pulmonaire entraine une
augmentation importante de la post-charge du Vfueta des conséquences dépendantes de
degré de sténose, de I'espéece d’animal et de san ag

Le modele rat-monocrotaline est le plus utilisé depuis 30 ans et il préselet® avantages
par sa reproductibilité, son colt réduit et ladé@pide son évolution. La monocrotaline est un
alcaloide de la famille de pyrrolizidine qui seuve dans les tiges, les feuilles et les graines
d’'une planteCrotalaria spectabiligfigure 4). Cet alcaloide est transformé dans le foie dans
un métabolite actif, dehydromonocrotaline, sousfllience du cytochrome p450. Le
mécanisme précis de toxicité de la monocrotalineiaeiau de la vascularisation pulmonaire
n'est pas connu. Elle induit des multiples alténagi structurales et fonctionnelles des cellules
endothéliales, mais néanmoins le modéle animatasictérisé surtout par une hypertrophie
des cellules musculaires lisses et non par unefgnaiion ou obstruction aux dépens des
cellules endothéliales. Les modifications hémodyiqaes varient en fonction de la dose
administrée : celle de 60 mg/kg est la plus utjs@ais la pression systolique du VD varie
entre 35 et 80 mm Hg (64). Plus récemment, 2 meddifférentes ont été décrits:
d’hypertrophie et de défaillance ventriculaire tipiobservés par I'administration de 30 et
respectivement 80 mg/kg de monocrotaline (55, Banhs ce modele, un effet inflammatoire
précoce sur la vascularisation coronaire ne pesigpa exclu, reflet d’'une inflammation plus
généralisée, observée dans le poumon et le myocdtle 67). Cet effet aurait des
conséguences négatives sur la fonction cardiagaie anais aussi sur celle du VG (68).
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Figure 4 : Plante deCrotalaria spectabiliggauche). La monocrotaline induit chez le rat une
hypertrophie de média et une infiltration de celfumononucléaire (D), par rapport au rat
sain. D'apres (64).

Un modele animal plus récent est celui obtenu fmaninistration d'un inhibiteur de
récepteur VEGF combiné a I'hypoxie (SuHXx). Les rfiodtions vasculaires pulmonaires et
I'évolution observées dans ces modeéles sont les pmoches de la pathologie humaine (69)
(33). Comme dans l'insuffisance cardiague gauckg,nhodéles d’animaux transgéniques
peuvent avoir un role important dans la recherchidesVD, permettant de vérifier certaines
hypothéses et voies supposées intervenir dansalssition de I'hypertrophie vers la
défaillance (32).

Au total, si 'augmentation de la post-charge stimule I'Bstpophie ventriculaire droite,

d’autres facteurs sont tres probablement impligdass la progression vers la dilatation et
linsuffisance cardiaque comme linflammation eadfivité neuro-hormonale, le stress
oxydant, les modifications du métabolisme énergétid’apoptose cardiomyocytaire et

l'ischémie myocardique.
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II.2. LES MUSCLES PERIPHERIQUES

[1.2.1. ALTERATIONS MUSCULAIRES DANS L'HTAP CHEZ LHOMME

L’insuffisance ventriculaire droite reste la cayscipale de déces chez les patients HTAP.
Néanmoins, la dysfonction musculaire périphériquesjun réle important sur le pronostic et
la qualité de vie de ces patients. Les premiénadedtréalisés dans l'insuffisance cardiaque
ont suggéré que cette dysfonction ne semble passdulement au déconditionnement
musculaire ou a la limitation du débit cardiaquel@tc a la limitation du transport @70,
71), car la transplantation cardiaque ne permetcdeiger que tres partiellement et
tardivement ces anomalies (72). De plus, le pran@stla classe fonctionnelle NYHA sont
mieux corrélés a la distance parcourue au TM6 efta avO.pic que les données
hémodynamiques (10, 15). Il existerait donc d'autfacteurs que l'inadaptation de la
perfusion a 'effort qui expliqueraient la limitati a I'exercice.

Les études s'intéressant spécifiquement au musaiphgrique dans I'HTAP ne sont pas
nombreuses et I'utilisation des données obtenues Klasuffisance cardiaque gauche peut ne
pas étre toujours adaptée.

Depuis 2005, R. Naeije a souligné que 'HTAP est uraladie systémique, caractérisée par
une « myopathie » similaire a ce qui a été bienridéans la broncho-pneumopathie
obstructive chronique (BPCO) et l'insuffisance ¢agdie gauche (73). Une des différences
tres importantes entre les patients HTAP et legfiisants cardiaques ou les patients BPCO

est que les premiers sont généralement plus jeaidasiurée de la maladie plus courte.

11.2.1.1. FONCTION MUSCULAIRE

Muscles respiratoires

L'étude de 2005 de Meyer (74) était la premiéréirté&sesser spécifiguement aux muscles
respiratoires, car il avait été démontré par la mé&nquipe que la pression inspiratoire
maximale (Pimax) constituait un des facteurs prtogoss dans linsuffisance cardiaque
gauche, en analyse multivariée. La pression expieainaximale (Pemax) et la Pimax étaient
diminuées chez les patients HTAP comparés a detssémoins mais, de facon surprenante,
cette diminution n’était corrélée ni a la classeHNY, ni a la capacité d’exercice, ni au rapport
VE/VCO; ou a 'hémodynamique. Ceci pourrait s’expliquer femfaible nombre de sujets
(37). Ces données ont été confirmées par I'étud@S)equi a mesuré également les pressions

inspiratoires mais indépendamment de la volontésdjet, par stimulation magnétique
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diaphragmatique. Il a été ainsi montré qu’il exigtee diminution de 34% de la force des
muscles inspiratoires sous stimulation magnétigietéoale chez les patients HTAP par
rapport aux sujets contréles, diminution plus intgote que celle rapportée dans
l'insuffisance cardiaque gauche. De plus, ces pip’avaient pas d’altération de la fonction
ventriculaire gauche, ni d'arguments en faveur d'armalnutrition. Ces deux derniers facteurs
sont considérés comme des facteurs confondants l@dgmarition d’'une dysfonction des
muscles respiratoires (76). L’hyperventilation épas et méme pendant le sommeil et qui
s’accentue a leffort (77) occasionne une surchadge travail imposée aux muscles
respiratoires. Mais il n'est pas clair si cette ocommde ventilatoire exagérée est une
conséguence ou un facteur a I'origine de la dysfonaes muscles respiratoires. La Pimax et
sniff-test transdiaphragmatique corrélaient avedisgance parcourus au TM6, donc avec la
capacité d’exercice, contrairement a l'étude de @fdegt coll. (74). Si les pressions
inspiratoires sont des facteurs déterminants dé&0anaxet de pronostique chez les patients
HTAP reste a déterminer.

L’'analyse des biopsies diaphragmatiques réaliséesrs nombre réduit de patients et sujets
témoins montrait une atrophie importante des filbnesculaires, ainsi qu’'une diminution de
leur force de contraction maximale (78).

Quoi gu'il soit, «les patients HTAP doivent respipdus avec des muscles plus faibles» (77).
Il est connu que dans l'insuffisance cardiaque gauta ventilation non-invasive en pression
positive continue améliore la fonction des muscéspiratoires (79), et le méme effet a été
obtenu par I'entrainement spécifique de ces mus¢{Bf5. Aucun résultat de telles
interventions n'a été rapporté chez les patient@AP{Tsi ce n’est que dans le cadre d'un
programme de réhabilitation global, sans objedtifécsur la fonction musculaire respiratoire
(13).

Au total, le déséquilibre entre la demande respiirat augmentée et I'incapacité des muscles

respiratoires de générer la force maximale peuttgboer a la diminution de la capacité

d’exercice, a la dyspnée et I'altération de la qtéatle vie chez ces patients.
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Muscles squelettiques

Une des premieres études qui s’est intéressée asgles squelettiques dans cette pathologie
est celle de Bauer et coll. (81). Elle a montr&zcties sujets en classe Il et Il NYHA, que la
force isométrique des membres supérieurs mesuneéa paéthode du « hand grip » était
significativement réduite par rapport aux sujetswdins. Cette faiblesse musculaire des
membres supérieurs était corrélée au TM6, donc &élerité de la maladie. Elle était
également proportionnelle a la dysfonction des hegsmespiratoires, mesurée a l'aide des
Pimax et Pemax. Les auteurs soulignent l'importasheda recherche ciblée sur le muscle
squelettique afin de trouver les interventions béggmd’améliorer sa dysfonction.

Les thérapies spécifiqgues qui ont incontestablermm@ioré le pronostic de 'HTAP n’évitent
pas gu’un bon nombre de patients restent en clHI8¥HA, caractérisée par une dyspnée et
une limitation a I'effort importantes. Classiquemesela a été attribué a la persistance sous
traitement d’'une altération de la fonction cardeqiroite et des anomalies respiratoires
connues comme étant impliguées dans la physiopagieobe I'exercice chez ces patients.
Néanmoins, I'hypothése d’'une myopathie impliquéesdeette limitation intéresse de plus en
plus la communauté scientifique. En 2010, Maingugadl. (82) ont montré une diminution
de la force du quadriceps mesurée chez 10 pati€héd® traités par thérapies spécifiques,
classe Ill NYHA, par rapport aux témoins sédentasains. La force musculaire maximale
obtenue par stimulation magnétique était corréléa éapacité a I'exercice estimée par la
VO,max mais a aucun des paramétres hémodynamiques mgmuréathétérisme cardiaque
droit.

En conclusion, les patients HTAP semblent présanterdiminution de la force musculaire
périphérique et respiratoire, non-corrélée a I'hémgoamique, dont l'origine n’est pas

élucidée.

11.2.1.2. MODIFICATIONS DE LA CELLULE MUSCULAIRE

Dans la méme étude canadienne (82) décrite précgdeindes biopsies musculaires du
vastus lateralis ont été prélevées en utilisaniglile de Bergstrém. Chez les patients
souffrant d’'HTAP les fibres de types IlI, glycolytigs, notamment le type IlIx, étaient
retrouvées en plus grande proportion que les fibeegype I. L’augmentation du rapport
phosphofructokinase/3-hydroxyacyl-CoA-déhydrogéna®e enzymes impliguées dans le
meétabolisme énergétique, était en faveur d'un physortant potentiel pour le métabolisme

anaerobie par rapport au métabolisme oxydatif. ékéa aussi montré que la proportion des
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fibres de type | est inversement proportionnella durée de la maladie. Par contre, la surface
des fibres ainsi que la capillarisation musculaigtaient pas significativement différentes de
celles mesurées chez les témoins.

Ces anomalies sont similaires a celles décrites dlarsuffisance cardiaque gauche et la
BPCO, qui comptent l'atrophie musculaire, la dintion de la force maximale,
laugmentation de la proportion des fibres fatigablde type lIx au dépens des fibres
oxydatives de type I, la diminution de I'activitésd enzymes oxydatives, un métabolisme
calcique intracellulaire perturbé.

Les mécanismes impliqués dans la dysfonction maseupériphérique ne sont pas bien
définis et les hypothéses découlent notamment tede® réalisées dans l'insuffisance
ventriculaire gauche ou la BPCO : elles incluerd fdeteurs inflammatoires systémiques ou
locaux, la diminution du débit cardiaque, I'’hypoxém I'hyperactivité sympathique,
eventuellement les anomalies endothéliales ou daboksme du NO au niveau des artérioles
musculaires. Le déconditionnement est de plus @s piésenté comme étant un des facteurs
principaux responsable des anomalies intrinséquescuaires. Actuellement le réle des
thérapies spécifigues comme les antagonistes deptetirs d’endothéline ou les inhibiteurs

de phosphodiestérase 5 dans I'évolution de ces aiemm’est pas connu.

[1.2.2. ALTERATIONS MUSCULAIRES DANS L'INSUFFISANCE CARDIAQUE
GAUCHE CHEZ L'HOMME: Quelles conclusions ? Quels enseignements ?

Pathologie musculaire périphérique : une réalité ?

Les patients insuffisants cardiaques présententfatigue musculaire qui contribue a la
dyspnée et limite leur tolérance a l'effort, avecimpact considérable sur la qualité de vie
(83). De nombreuses études ont suggéré que cétjaefanusculaire est la conséquence de
modifications intrinseques des muscles squelettidues altérations «périphériques» sont
décrites actuellement dans la littérature comméiepartégrante de la physiopathologie de
linsuffisance cardiaque gauche. L’hypothése queniescle lui-méme est atteint dans cette
pathologie a été émise en constatant que I'ajoutedercice des membres supérieurs a
'exercice maximal des membres inférieurs augmedatev/O,pic. Ceci suggere que la
limitation de la VQ a l'effort, bien corrélée a la classe NYHA, n'gsdas due qu’au
plafonnement du débit cardiague (84). Comme ce&&téamontré aussi chez les patients
HTAP, les données hémodynamiques ne sont pas @esrél la limitation a I'effort, ni a la

fatigue musculaire. Une autre caractéristique conerie I'insuffisance cardiaque gauche et
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de 'HTAP est que I'entrainement physique peut &oneé la tolérance a I'effort en I'absence

d’amélioration des parametres hémodynamiques (D®. plus, les interventions qui

améliorent le débit cardiague comme la perfusionddeutamine ou la transplantation

cardiaque ne permettent pas de normaliser la, Vi@lgré le fait que le débit cardiaque se
normalise en général pour une charge donnée (&¥p@radoxe» hémodynamique indique
gue les muscles périphériques jouent un rdle impbdans la symptomatologie.

Il est intéressant de noter que les études neusogbgiques n'‘ont pas mis en évidence
d’anomalies de la jonction neuro-musculaire outdiation de la commande centrale (86,
87). Par contre l'augmentation d'activité au nivedas mécano et meétaborécepteurs
musculaires peut contribuer a la stimulation ndwomonale, circulatoire et respiratoire,

dans linsuffisance cardiaque gauche (88, 89). @wgoréflexe musculaire exagéré est
amelioré par I'entrainement, expliguant par un mégrae différent, I'amélioration

périphérique en I'absence de modifications cergralardiaques (90).

Anomalies structurales des muscles squelettiques

La cachexieest une complication qui touche environ 15% derepts insuffisants cardiaques
et semble avoir une influence plus désastreusdassurvie que I'obésité. La cachexie est
associée a laarcopénie,définie par une perte de masse et donc de forcscutaire, et
caractérisée par une diminution de la taille (direpet du nombre de fibres. (91). Tous les
patients sarcopéniques ne sont pas cachectiques|adsous-estimation de la sarcopénie, par
manque d’'un moyen diagnostique simple, fiable eessible. Latrophie est une donnée
histologique qui fait partie de la sarcopénie, aE® au mauvais pronostic (92, 93), a la
classe NYHA et a la Vgpic, indifferemment d’age. Les mécanismes qui lafisent sont
multiples. Le stress oxydant, I'inflammation (notaent le TNFe, IL6), le systéme neuro-
hormonal (par l'augmentation du niveau de cathéowias circulantes, la résistance a
linsuline, la diminution de I'activité d’'IGF-Llifsulin-like growth factor-1 et I'activation du
systeme renine-angiotensine-aldosterone), sontggeslexemples de voies qui pourraient
expliquer le déséquilibre entre les processus diggies et cataboliques qui aboutit a
I'atrophie musculaire (94-96). La voie ubiquitinpretéasome, considérée comme voie finale
de protéolyse des myofibrilles, est actuellemeehhiécrite dans I'insuffisance cardiaque
gauche, mais aussi dans la BPCO, et pourrait ¢oestla cible d’'une future stratégie
thérapeutique contre I'atrophie musculaire.

D’autres anomalies histologiques sont décrites, mempar exemple, lehangement de

phénotype de fibres musculaireen faveur de fibres type Il. La majoration de dpfose a
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été aussi observée et semble influencer la coilitactt étre corrélée avec la capacité a

I'exercice (97).

Anomalies fonctionnelles des muscles squelettiques

La dysfonction musculaire squelettique est car@érpar l'incapacité a maintenir une
activité contractile d’'intensité et amplitude nofemeCette fatigabilité est due aaxomalies
métaboliques notammenténergétiques. La premiere observation a été que le muscle
squelettique utilise de facon plus rapide et pegféelle les réeserves de phophocréatine (PCr)
et que le temps nécessaire pour refaire ces résesteallongé (80, 98). La diminution des
réserves énergétiques et 'augmentation du mésabeliglycolytique conduit a une acidose
musculaire précoce. Il est aussi démontré quevigeide la citrate-synthase (une enzyme de
cycle du Krebs) et de la créatine-kinase (CK) aytigsie, impliquée dans la signalisation
meétabolique entre la cellule et la mitochondrientsdiminuées chez le patient insuffisant
cardiaque.

Les analyses des biopsies musculaires des patiehtsontré une diminution du volume et de
la densité des mitochondries, proportionnelle difainution de la VQpic (99). Par contre, la
capacité oxydative musculaire et 'expression deg@éines mitochondrialesn’étaient pas
modifiées chez les patients insuffisants cardiaguaegapport a des témoins sédentaires dans
les études les plus récentes (100, 101), contraimerd ce qui avait été observé dans les
modeles animaux. Toutes ces modifications semlbilagmgérer plutét un feedback
défectueux entre la demande d’énergie et la pramudtATP qu’une altération de la capacité
oxydative de la mitochondrie (95, 102).

Enfin, il est aussi important de souligner que ésaade de transcription de Béogenése
mitochondriale, incluant le PGC-d au centre de la régulation du réseau mitochonaiiasi

gue l'expression des génes intervenant dans la niigue@ et la dégradation de la
mitochondrie (Mfn2, Drpl et LonP) n’étaient pagedes chez les insuffisants cardiaques par
rapport aux sujets sains sédentaires (103).

Les résultats des études concernant la capacitdabxg et la biogénése mitochondriale
semblent donc contradictoires. Cependant, lesseffeitecteurs mitochondriaux des récents
traitements cardiologiques (notamment les inhilbgede I'enzyme de conversion, IEC),
pourraient expliquer les différences observéeseelds anciennes études réalisées chez
’lhomme ou les animaux et les plus récentes, quétiréalisées chez des patients traités par
IEC (103-106).
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Le role de lacinétique du C&* n’est pas complétement élucidé : trés peu d'étatiesjues

se sont intéressées a cette problématique et bBleagne le transfert de €z 'intérieur de la
fibre musculaire des patients n’est pas altérénisune diminution de sa libération au niveau
du reticulum sarcoplasmique(107).

La diminution de I'apport d’O , vers la fibore musculaire est une hypothése qué aéancée
pour expliquer la limitation de la capacité d’exeecdans cette pathologie. Récemment (108)
a été démontré que I'expression des ARNm du VEGFepas et sa réponse a l'exercice ne
sont pas altérés dans les muscles squelettiguggésunt donc que l'intolérance a I'effort
n’'est pas expliquée par ce mécanisme puisque uhaisation musculaire semble normale.
Néanmoins, méme si la densité capillaire rappaoatée surfaces des fibres musculaires est
préservée dans l'insuffisance cardiaque (109)atesnalies endothéliales et la prédominance
des facteurs vasoconstricteurs pourraient condui@ediminution de I'apport d’©au muscle,

surtout a I'exercice.

Myopathie spécifiqgue ou déconditionnement ?

Une revue récente de la littérature s’est intéressé role du déconditionnement dans les
anomalies musculaires et surtout mitochondrialésritts dans cette pathologie (110). Elle
souligne que les études cliniques qui ont pris@npte le niveau d’activité physique (estimé
a l'aide d’'un accéléromeétre, par exemple) sont pembreuses et sujettes aux controverses
guant au choix des sujets témoins. Pour ces aul@xistence d'une « myopathie »
spécifique reste a prouver par des études qui dbivien contréler ce parametre dans la
méthodologie (110, 111). Notamment, il faut temimpte de facteurs confondants comme par
exemple le temps écoulé depuis la derniére homaitein. La comparaison de résultats
obtenus dans des études cliniques controlées ééslichez des patients insuffisants
cardiaques, BPCO ou simplement déconditionnés,ndubles auteurs a conclure que les
différents changements et anomalies musculaires @amcipalement la conséquence de la
réduction de I'activité physique.

Néanmoins, les études actuelles s’intéressant mog¢ata la mitochondrie, ont été réalisées
sur des patients bénéficiant de nouveaux traitesnprtecteurs de la fonction et la biogénese
mitochondriale. De plus, I'hypothése que la cagaoitydative est préservée in vitro mais
soumise in vivo a de multiples influences néfastdémmmatoires, neuro-hormonales, du

stress oxydatif et autres, ne peut pas étre exclireeure actuelle. Egalement, les altérations
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du métabolisme glycolytique et du systeme crédtinase ne sont pas expliquées par le

déconditionnement (100).

Un autre argument qui plaide en faveur d'une mywpaspécifique est le développement de
cette pathologie secondaire au niveau du diaphragmeffet, il a été montré dans une étude
expérimentale que les capacités oxydatives du chgpie étaient diminuées (112). Le

déconditionnement ne peut toucher que les musglesdettiques, le diaphragme travaillant en

permanence.

Enfin, récemment, 2 études qui ont pris en comates deur méthodologie le niveau d’activité
physique des patients et des témoins, ont mongéiminution de la quantité et de l'activité
de la myosine, associée a une altération de |& fimaximale des fibres de type | (113, 114).
De plus, Toth et coll. ont montré une altérationlaesynthése protéique intramusculaire,
expliquant I'atrophie et la dysfonction contractflEl5, 116). Les auteurs suggérent que ces
modifications sont indépendantes du niveau d’aétiihysique et peuvent expliquer les

altérations de la fonction contractile des insafiits cardiaques.

Au total, dans l'insuffisance cardiaque gauche chez 'homewemécanismes impliqués dans
la diminution de la capacité a l'exercice et I'apjion des anomalies de la fonction
musculaire semblent nombreux et leurs réles redgpece sont pas bien définis. Ces
mécanismes incluent des facteurs systémiques cofmfl@ammation, l'activité neuro-
hormonale et des facteurs locaux comme la micraagsation ou les altérations des
protéines contractiles. En revanche, il ne semias @xister d’'anomalies importantes de la
biogenése, de la structure ou de la fonction mibochiale, au moins in vitro, lors de
'analyse des biopsies musculaires, chez des gatiasuffisants cardiaques traités par IEC
et/ou béta-bloquants. Ces altérations ont de n@wbmpoints communs avec celles décrites
chez les patients BPCO et chez les sujets sainsndéionnés tableau 3. Néanmoins,
'existence d’anomalies secondaires a la maladieglgue ne peut pas étre niée, ainsi que
leurs répercussions fonctionnelles. Ces rechergimsgraient aboutir a [I'élaboration de
stratégies thérapeutiques dont le but serait d’aonét la qualité de vie et le pronostic de ces

patients.
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Parametre Insuffisance BPCO Déconditionnemen{
cardiaque

Capacité oxydative l l l
Atrophie 1 1 1
Apoptose 1 1 1
Altération de la T T T
distribution des fibres
Inflammation T ¢
Capillarisation % P P
Fatigabilité de la fibre 1) 1 1
musculaire isolée

Tableau 2 Comparaison de propriétés musculaires décritass ddes études controlées dans
l'insuffisance cardiaque, la BPCO et le déconditiement musculaire. Modifié d’aprés (110).

11.2.3. ETUDES EXPERIMENTALES DES MUSCLES PERIPHERIES DANS
L’'HYPERTENSION PULMONAIRE

Les premieres études dédiées au muscle squelettapeel’hypertension pulmonaire ont été
réalisées par les équipes italiennes a la fin deges 90. Elles ont utilisé le modéle rat-
monocrotaline, bien connu dans cette pathologie paureproductibilité et la rapidité de
I'évolution de I'hypertension pulmonaire. Quelquetes de ces études ont été réalisées en
séparant le stade compensé d’insuffisance cardifoyegertrophie ventriculaire) du stade
décompensé, caractérisé par la présence d’as@pamthement pleural et par une altération
de l'état général de l'animal. Une augmentation ddokines inflammatoires (117)
accompagne ces modifications cliniques. Ceci a gedfobtenir des données intéressantes en
fonction de la sévérité de la maladie, sur la tgp@ des fibres, I'atrophie et I'apoptose

musculaire, le métabolisme énergétique et l'inflaation.
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Anomalies structurales

Ainsi, Vescovo et coll. (118) et Dalla Libera etlc¢119) ont montré lors de I'évolution de la
maladie, unchangement des isoformes de myosinge type | dans IlA. Les auteurs
rapportent aussi I'apparition deapoptose des cellules musculaires, surtout de type
glycolytique, au stade décompensé de linsuffisasarediaque. Ce phénomene, probablement
induit par l'inflammation systémique caractérisémsice modéle par 'augmentation du TNF-
o (facteur de nécrose tumorale), contribue d’apes duteurs a l'atrophie musculaire
observée dans les stades avancés d'insuffisandiagae.

Une étude récente s’est intéressée aux anomaligshologiques et fonctionnelles des fibres
musculairesliaphragmatiqueschez le rat (modéle obtenu par l'injection de nwotaline),
ainsi que chez un nombre réduit de patients HTAR. (Fa été montré une atrophie des fibres
diaphragmatiques chez les rats malades, probabtechem & une augmentation de la
protéolyse. La force maximale de contraction mesimévitro était aussi diminuée d’environ
30%, mais le mécanisme precis, intracellulaire paa été établi. Ont été évoqués le role de la
perte de myosine, une des protéines contractil¢sumes, ou les altérations géométriques des
sarcomeres. |l est intéressant de noter que laitdecepillaire était conservée, ainsi que la
capacité oxydative mesurée par l'activité de lacswate-déhydrogenase. Par contre, ces
modifications diaphragmatiques (atrophie musculateorce musculaire sur fibre isolée)

n’étaient pas décrites dans le muscle squelettigjuehez le rat, ni chez les patients.

En 2005, I'étude de Vescovo (120) a suggéré ledéRGC-1a dans I'atrophie et I'apoptose
musculaire dans le modele rat-monocrotaline. Il asinu que le PGCel est exprimé
préférentiellement dans les fibres de type | etuestles principaux déterminants du type de
métabolisme musculaire (121). Une diminution degression de PGCela été montrée dans
le muscle squelettique, associée a une augmentdtiophénotype rapide des protéines
contractiles (chaines lourdes de myosine et deotiop 1) et une diminution du volume
mitochondrial dans le muscle oxydatif. Parallelemenété observé une diminution de la
calcineurine, un des facteurs régulant I'expresdi®@nPGC-i. Le traitement par hormone de
croissance (GH) inhibe l'apoptose, via l'augmewiatid’ IGF (insulin growth factor), et
permet la conservation de la masse musculaire ebait® mitochondriale est aussi restaurée
et le niveau de TNIle-est diminué. Enfin, Vescovo et coll. suggerenmatanisme commun
de myopathie dans différents syndromes comme Fiissamce cardiaque, le diabéte ou les
maladies inflammatoires chroniques. Ces conditgmrg caractérisées par une résistance a la

GH et une augmentation du TNFet des interleukines pro-inflammatoires. Ces vales
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signalisation agiraient sur le PGG-kt détermineraient les modifications de phénotype

musculaire, de transcription et métabolisme mitochial.

Anomalies du métabolisme énergétique

L’équipe de Bernocchi (122) s’est intéressée maétabolisme énergétiquemusculaire
périphérique dans les 3 types de fibres : oxydatiertes (type ), glycolytiques rapides (type
lIB) et mixtes, oxydatives et glycolytiques. Il atéémontré que les réserves de
phosphocréatine sont diminuées au stade décompenbisuffisance ventriculaire droite,
surtout dans les fibres lentes. Ceci s’accompagdaite accumulation d’équivalents
réducteurs, comme le NADHet d’'une diminution du contenu d’ATP a moins d&®par
rapport aux rats témoins. Ces changements suggéraedéfaut d’utilisation d’équivalents
réducteurs par les mitochondries. Par contretadescompensé le métabolisme énergétique
est conservé par rapport aux rats témoins.

Les mémes auteurs (123) ont voulu savoir si lesmaties énergétiques sont dues a la
diminution de 'apport de I'Qpar la baisse de débit sanguin afferent aux msistiepar des
anomalies d’utilisation de I'©au niveau de la mitochondrie. La premiere hypotressé
ecartée, la perfusion musculaire étant normale Houg&t de l'injection de microspheres
fluorescentes). L'analyse de la respiration mitechi@le montrait une diminution des
capacités oxydatives des deux types de muscle, atikyet glycolytigue. Ces données
plaideraient pour I'existence d’'une myopathie siigee dans cette pathologie, chez I'animal,
indépendante des parametres hémodynamiques, asgoele les anomalies musculaires
n'étaient pas corrélées.

L’hypothese d’'unealtération de I'utilisation de 'O , au niveau musculaire a été confirmée
récemment (124), mais dans certaines régions maisesiluniquement. Une réduction de la
capillarisation rapportée a la surface de la celhalisculaire pouvait expliquer la diminution
de la capacité oxydative dans les régions profoddasuscle, prédominantes de type I. Mais
la diminution des capacités oxydatives mitochonesia été montrée aussi dans les régions
ou ce remodelage capillaire n’était pas présemnee les régions superficielles du muscle, a
prédominance glycolytique.

Il a été également montré que la baisse de laredswi mitochondriale n’était pas due au
changement de phénotype de fibres, mais a des éimerda fonctionnement mitochondrial,
plus précisément a une diminution d’activité du ptere |. Ces anomalies pourraient étre
favorisées par l'inflammation systémique, notammpat le TNFe, comme cela a été

démontré dans l'insuffisance cardiaque gauche (125)
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En conclusion, les études expérimentales dans ditgpsion pulmonaire suggérent une
diminution des capacités oxydatives mitochondrigles muscles squelettiques au stade trés
avance de la pathologie, indépendante de I'apporOg Il n’est pas connu a I'’heure actuelle
si ces modifications sont dues a des altérationsctirelles ou fonctionnelles de la

mitochondrie, ni si elles peuvent étre prévenuesetardées par I'entrainement.
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CHAPITRE 1ll . LA MITOCHONDRIE

La mitochondrie est un organite des cellules ewtasyspécialisé dans la transformation de
I'énergie. Elle est riche en composants biochimsgdent I'objectif majeur est la production
d’énergie, sous forme d’ATP ou de chaleur. Maisarganite est également impliqué dans la
signalisation et I'apoptose cellulaire. Elle estcteur d’'un apparent paradoxe : promouvoir
aussi bien la vie que la mort (126). D’'une pannigochondrie fournit le combustible a 'aide
de l'oxygene, d’autre part elle communique avec efiéscteurs cellulaires importants par
lintermédiaire des ROS qu’elle produit. Ainsi, ietisine énergétique est I'élément central de
'adaptation de l'organisme au milieu environnahti permettant de fonctionner et de
maintenir une température stable. D’'autre parlsin’est plus capable de répondre de fagon
optimale a la demande métabolique, elle a la capdtnduire I'apoptose cellulaire.

La mitochondrie comporte plusieurs exemplaires ae opre ADN (ADNmt) distinct de
’ADN nucléaire (127). Cependant, le ADNmt enco@ellsment pour une partie de protéome
mitochondrial (13 protéines), fondamental pour lanction mitochondriale et plus
particulierement pour les complexes de la chairspiraoire (128). En plus d’assurer
'approvisionnement cellulaire en ATP, les mitoctoas ont d’autres réles vitaux pour le
bon fonctionnement de la cellule. Elles particip@tthoméostasie calcique, a la régulation du
pH intracellulaire, & la synthése d’hormones stia®iet des hemes, ainsi qu’a la régulation de
la thermogenése. De plus, elles constituent urpdesipaux sites de production des radicaux

libres qui jouent un rdle clé dans plusieurs vaiesignalisation.

l11.1. STRUCTURE

La mitochondrie est un organite qui se présente ptusieurs formes : sphérique, en batonnet
ou en réseau. Elle est constituée d'une membraternex un espace inter-membranaire
(EIM) et une membrane interne formant dans I'espaagiciel des invaginations tubulaires

ou lamellaires appelées crétégyre 5).
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Figure 5: Structure d’'une mitochondrie

La membrane externe

C’est une membrane rigide composée d'une bicouighéidue, correspondant au modeéle
général des membranes biologiques, dans laguelleootbre important de protéines sont
enchassées. Ces protéines permettent les échanges ke cytosol et I'espace
intermembranaire de la mitochondrie en formant gdeses qui autorisent d’'une part la
translocation de protéines et qui, d’autre pantnattent les échanges de métabolites de petit
poids moléculaire via des porines. La porine, égalg appelée canal ionique voltage
dépendenfVDAC), est la principale voie par laquelle transtties métabolites régulant la
respiration mitochondriale. Les trois isoformesalé@brées chez les mammiféres (VDACL1,
VDAC2, VDAC3) présentent des différences de perniiéalf129).

L’espace inter-membranaire

L’espace inter-membranaire (EIM) se situe entre desix membranes et contient des
protéines qui jouent un role majeur dans I'énequetimitochondriale et la mort cellulaire
(130). Une des protéines qui occupe un role préframd dans les transferts d’énergie est la
créatine kinase mitochondriale (mi-CK). Elle esié# sur la membrane interne et a acces a
I’ADP qui est généré dans la matrice mitochondralés transporté dans I'EIM par I'adénine
nucléotide translocase (ANT). D’autre part elleulégl'importation de créatine du cytosol
vers 'EIM et I'exportation de phosphocréatine (P@e I'EIM vers le cytosol.
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La membrane interne

La membrane interne présente une perméabilité teedtisélective : elle forme la barriere la
plus distincte entre le cytosol et la matrice niimudriale. Sa perméabilité sélective lui
permet de maintenir un gradient de concentrationr ges protéines, les ions et les
meétabolites. Des transporteurs permettent les éelsaentre les compartiments et participent
au bon fonctionnement de la mitochondrie.

Les complexes de la chaine respiratoire sont reptés par 5 complexes protéiques, dont
'ATP synthase, ancrés dans la membrane intergseadturent le maintien du gradient de
protons et la formation d’ATP.

L’ANT est constituée de deux sous-unités de 32 &Ddiun site unique de liaison a 'ATP ou
I’ADP. Selon sa conformation, elle fait face, atigivement, a la matrice ou a I'espace inter-
membranaire. L’ATP mitochondriale est échangéeredDP cytosolique dans un rapport
1:1.

Les protéines découplanteantoupling protein specigdJCPs) sont enchassées dans la
membrane interne et permettent le passage de protten la matrice a l'espace
intermembranaire. Ce phénoméne de fuite induit wupkage incomplet entre les
phosphorylations et les oxydations, appelé respiranitochondriale découplée. Une partie
de I'énergie est ainsi libérée sous forme de challusieurs isoformes ont été identifiées :
UCP1ls’exprime principalement dans la graisse bruneisagd’UCP3s’exprime de fagon
majoritaire dans le muscle squelettique. La fuies ghrotons permettrait de diminuer la
production des radicaux libres par une augmentatetioxydation de I'ubiquinone, et donc
minimiserait le stress oxydant ainsi que les déegativeau de 'ADN (131), 2004). Les

UCPs joueraient un role de protection contre kesstioxydant (132).

[11.2. DISTRIBUTION ET FONCTION DE LA MITOCHONDRIE

La demande cellulaire énergétigue détermine le mend® mitochondries dans chaque
cellule. Une cellule somatique peut contenir agmdre 200 et 2 000 mitochondries (133), et la
cellule musculaire squelettique fait partie desutes les plus actives, avec le myocarde, le
cerveau et le foie. A I'exception des érythrocytes, mitochondries se trouvent dans chaque
cellule humaine.

L'utilisation de sondes fluorescentes a permis @itk la mitochondrie comme un réticulum
ou un réseau dynamique et continu qui entre coelfement en fusion ou en scission (130).

Ces analyses ont permis de regrouper les mitoclesndn deux groupes : les mitochondries

53



inter-fibrillaires et sous-sarcolemmiques. Ces deypes dorganelles présentent des
propriétés biochimiques et des niveaux d’activitéyenatique différents et semblent répondre
diffefremment au stress métabolique (134). Les rhidndries sont ancrées dans la cellule
grace a des protéines du cytosquelette et peueenieglacer grace a des protéines dites

motrices telles que les myosines, la dynéine d&iniésine.

La chaine de transport des électrons

Les éléments clés participant a la transformatiénatgie dans la mitochondrie sont, d’'une
part, les enzymes qui oxydent les substrats éngugstet, d’'autre part, la chaine de transport
des électrons ou chaine respiratoire. L'oxydaties dubstrats (carbohydrates et graisses),
dans le cycle des acides tricarboxyliques, conmonge le cycle de I'acide citrique ou le cycle
du Krebs, entraine la réduction du NAEh NADH et du FADR en FADR (figure 6). Ces
intermédiaires sont appelés équivalents réductdufmirnissent des électrons.

1. Lavoie du cycle de Krebsest la suivante : le catabolisme du glucose damytbsol
produit 2 molécules de pyruvate, qui traversenddable membrane mitochondriale
pour entrer dans le cycle du Krebs. Ces 2 molécrtdesontrent 2 enzymes, la
pyruvate déhydrogénase (PDH) et la pyruvate calbsgy La PDH nécessite une
série de coenzymes et substrats pour son fonctioemie coenzyme A (CoA), qui est
dérivée de I'acide pantothénique (vitamine B5), NARui contient de la niacine
(vitamine B3), FAD+, qui contient la riboflavine ifamine B2), acide lipoique et
thiamine pyrophosphate qui contient de la thiamfmgamine B1). La pyruvate
carboxylase intervient quand il y a exces d’ATP mpotienter le pyruvate vers la
gluconéogenese. Quand la demande d’énergie estrtang® les 2 molécules de
pyruvate produisent 2 molécules d’acetyl-coenzym@detyl CoA) qui rentrent dans
le cycle de Krebs. Il existe 9 produits interméatisai Pour parcourir complétement le
cycle de Krebs, les enzymes qui métabolisent cedujits intermédiaires nécessitent
une série de co-facteurs: cysteine, fer, magnesilamine, riboflavine, acide
pantothénique, acide lipoique (135). Chaque moiadiacetyl CoA produit 3
molécules de NADH et 2 molécules de FADH. Altervertnent, I'acetyl CoA peut
provenir de I'oxydation des acides gras.

2. La chaine respiratoire est composée de cinq coreplebe complexe | ou NADH

deshydrogénase, le complexe Il ou succinate déspgdase, le complexe Il ou ubiquinol
cytochrome c réductase, le complexe IV ou cytoclraenoxydase (COX) et le complexe V

ou ATP synthasdifure 7). Tous sont composés de plusieurs sous-unitésiguets.
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La phosphorylation oxydative

Les complexes I-IV contiennent I'ubiquinone (CoemeyQ10). Les électrons sont transportés
par le NADH et le FADH, aux complexes | et Il respectivement, complexdstrgnsferent
les électrons a l'ubiquinone, cette derniere lelseagnant au complexe lll. L'arrivée de
I'électron au complexe IV par le cytocrome c cangtila fin de la chaine d’oxydoréduction et
entraine la réduction de I'oxygéne moléculaire an. é.es réactions associées au passage de
I'électron au niveau des complexes |, lll et IVrairient le passage d’un proton vers I'espace
inter-membranaire a travers les complexes. Ce gassablit un gradient électrochimique de
protons qui crée une force motrice utilisée parctemplexe V pour phosphoryler des
molécules d’ADP en ATP, assurant le couplage dehkine des oxydoréductions avec la
production d’ATP (136).

Chance (137) considére que le premier facteur de@e de la phosphorylation oxydative est
la concentration en ADP extra-mitochondriale. Iketve en effet une relation hyperbolique
entre la concentration d’ADP et la respiration mitondriale. Cependant, d’autres facteurs
que I'’ADP régulent et jouent un réle primordial dda phosphorylation oxydative. Parmi ces
facteurs, on compte: 1°) la concentration extraatbndriale en Pi, 2°) 'approvisionnement
en H, fourni par les différents substrats, 3°) I'a¢évilu cytochrome c- oxydase (complexe
IV) (138). Dans les conditions de métabolisme ha88Pb de I'Q est consommé par la
mitochondrie. De cette consommation mitochondri@@% est utilisée pour la synthése
d'ATP et 20% lors de la fuite de protons.

Cette derniere est caractérisée par le retour fpdsgprotons dans la matrice (proton leak),
sans passer par 'ATP synthase, donc sans généme dCes fuites membranaires diminuent
la force protomotrice et induisent une baisse efid¢acité du complexe V.(139).

Le cytochrome c-oxydase (COX), accepteur finalat&bns de la chaine respiratoire (140),
est une enzyme majeure pour la respiration mitodhiale. Elle fait partie du complexe IV de
la chaine respiratoire, et permet de catalysea¥dation suivante :

0O, + 4H" + £ —2H,0. Cette réaction représente une des étapes liestae la vitesse de la

phosphorylation oxydative.
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Figure 6: Cycle du Krebs(extrait de Biologie moléculaire de la cellule. Méthe - Sciences,
Flammarion, 3eme édition 1995)

[11.3. BIOGENESE MITOCHONDRIALE

Les théories actuelles soutiennent que la mitodiemmovient d’une bactérie aérobie qui a
colonisé un ancien procaryote il y a 1 a 3 milliardannées. Cette théorie explique
'évolution vers la cellule eucaryote, capable @&umespiration aérobie, processus
indispensable pour I'évolution vers les organismplesicellulaires (141). A I'appui de cette
théorie est le fait que la mitochondrie est le setganite cellulaire a avoir de I'ADN.
Contrairement a 'ADN nucléaire, '’ ADN mitochondria’est pas protégé par des histones,
impliqués dans la protection et la réparation &DN. Le génome mitochondrial code pour
une partie des protéines de la chaine respiratbé®.autres protéines mitochondriales sont
codées par le génome nucléaire. Cette double erii@s protéines mitochondriales nécessite
une régulation fine et coordonnée de leur expras¢ia2). Il existe ainsi des facteurs

régulateurs clés codés par le génome nucléaire qui
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Espace intermembranaire Membrane interne

NADH NAD* FADH, FAD’
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Matrice mitochondriale H,0 H
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Figure 6: Chaine de transport des électrdriglectron est apporté au niveau de la chaine ratgpie

par les équivalents réducteurs : NADH (complexetlFADH (complexe Il). L’électron est ensuite
amené au niveau du complexe IV ou il est utiliséardormer de 'eau. Le passage de I'électron au
niveau des complexes I, lll et IV entraine le pgesade protons (H dans I'espace intermembranaire
et crée un gradient protonique qui va permettréotenation ATP lors du passage des protons au
niveau de I'ATP synthase.

vont permettre, d'une part, la transcription du ogé@ mitochondrial et, d'autre part,
I'expression des génes nucléaires codant pourrdésnes mitochondriales.

La biogenése mitochondriale peut étre définie comenecroissance et la division des
mitochondries existantes (143). Ce phénomene estrdié par le stress environnemental,
comme l'exposition au froid, I'exercice, la restion calorique, et par la division et la

différentiation cellulaire.

L’ADN mitochondrial

Le ADNmt humain code pour 13 protéines de la chedgpiratoire mitochondriale, 22
ARN (acide ribonucléique) de transfert et 2 ARNosbmiques. Chaque mitochondrie
possede un nombre variable de copies (2 a 10)eetutation de cet ADN peut étre présente

sur toutes les copies (homoplasmie) ou seulementrgupartie des copies (hétéroplasmie).
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111.3.1. FACTEURS IMPLIQUES DANS LA BIOGENESE MITOGONDRIALE

Sirtuin 1 (SIRT1)

SIRT1 est une déacetylase dépendante de NAmpliquée dans de nombreux processus
cellulaires, comme la maturation et la différembiaf la sénescence, le métabolisme
musculaire squelettique et hépatique. Son actani#y/matique dépendante de NA&st donc
corrélée au statut énergétiqgue cellulaire, étans ptlevée en conditions de restriction
calorique. Dans le muscle squelettique, SIRT1 wret dans le métabolisme et la biogenese
mitochondriale par la déacétylation et I'activatiole peroxisome proliferator—activated
receptor gamma co-activator 1 (PG&r1Cela a été démontré sur des cultures cellulaites
les modifications de niveau de protéine SIRT1 étaisuivies de modifications de
I'expression des génes mitochondriaux (144). Ds,ghwjours dans des cellules en culture, il
a été montré que SIRT1 est distribué, outre dansyau, aussi dans la mitochondrie, associé
a PGC-1 et TFAmM sous la forme de complexes protéiques lésugp 'TADNmt (145). Par
contre, in vivo, la corrélation entre l'activité d#eacetylation de SIRT1 et son niveau
d’expression ARNm ou de protéine ne semble paseatant établie(146, 147). Il semble que
le réle de SIRTL1differe en fonction du compartimeellulaire : 'augmentation de I'activité
de SIRT1 au niveau du noyau représente un meécarsdndans I'activation de PGGxl
(148). A l'inverse, 'augmentation de la protéinlR¥1cytosolique semble s’accompagner
d'une diminution de la capacité oxydative et d'udeminution de PGC- Enfin,
'entrainement chez 'homme et I'exercice aigu letonique chez I'animal peuvent stimuler
l'activité de SIRT1.

Peroxisome proliferator—activated receptor gammaactvator 1 (PGC-1)

PGC-Lu

PGC-1u est un des facteurs centraux de la régulation d®tenese mitochondriale

(149, 150) et serait particulierement impliqué densnuscle squelettique. Il a été identifié
pour la premiére fois dans la graisse brune gr&mnanteraction avec IBPARy. Le PGC-

la est un coactivateur transcriptionnel, ce qui signju’il n'est pas capable de se lier a
'ADN, mais a des nombreux coactivateurs, factedes transcription ou récepteurs
hormonaux nucléaires. De nombreuses études ontréngun le PGCo-est un de régulateurs
principaux de la fonction, la respiration et lageaése mitochondriale. Il peut interagir avec
de multiples facteurs de transcription impliquéasdia régulation des genes codant pour des
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protéines mitochondriales. Par exemple, PG@Cebactive la transcription des facteurs
nucléaires respiratoires 1 et 2 (NRF1 et 2) quuled I'activation des génes codant pour des
protéines constituantes de la chaine d'électrons impliquées dans [limportation
mitochondriale. Il a été montré que c’est par émbédiaire de NRF1 que le PG@-gst
capable de stimuler la prolifération mitochondriél&0). Récemment, 'ERR (estrogen-
related receptor)a été associé aussi a la biogénese mitochondiglee PGC-4, car des
sites récepteurs pour ERRt NRF2 ont été identifiés sur nombre de geneartopour des
protéines de la phosphorylation oxydative (151,)152

PGC-1n est exprimé en fonction du niveau de métaboliselelaire : le niveau de protéine
PGC-1n est plus important dans les tissus qui ont uneitctaérobie intense, comme le
myocarde, le muscle squelettique et la graisseebflis3, 154).

L'importance de PGCsl dans la modulation du contenu mitochondrial dansnuscle
squelettique a été démontré a l'aide de culturslaiees ou grace a des études animales ou
I'expression de ce facteur était altérée (155, 1663 souris déficientes pour PG@-dntune
diminution du nombre de mitochondries et une dirioru des capacités oxydatives des
muscles lents.

A l'inverse, des études expérimentales induisantgaim de fonction ont montré que la
surexpression de PGGr1n vivo stimule la prolifération mitochondriale Egxpression des
génes mitochondriaux impliqués dans la phosphaoylaixydative (121, 156).

Une partie des facteurs qui modulent I'activitéRieC- T est représentée dandigure 7.

L'augmentation de l'expression de PGE-tlans le muscle squelettique est induite par
I'exercice aussi bien chez les rongeurs que chez 'homme, (158). Cette stimulation
semble étre induite par l'activation de p38MAPE38 mitogen-activated protein kingse
(159). La déplétion d’ATP lors de I'effort physigeenduit a I'activation de TAMPKAMP-
activated protein kinageDe plus, 'augmentation de la concentration @& @htracellulaire
active la CaMK Ca*“calmodulin-dependent protein kindsequi, associée a I'AMPK,
stimulent le PGC+. La calcineurine A agit également dans la celialesculaire en activant
le PGC-1i par I'intermédiaire de MEF2r{yocyte enhancer facto),Zomme illustré dans la
figure 8.

Lin et collegues ont montré que la surexpressio®@€-Tu induite par I'exercice dans les
fibres rapides du muscle squelettique (121) erdrala conversion de fibres rapides IIB en
fibres de type IIA ainsi qu’en fibres lentes dedyp (20 et 10 % respectivement, dans le

muscle plantaris). Ces études montrent que I'détigontractile musculaire est un stimulus
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majeur qui induit 'expression et l'activation d&E-1a, mais son rdle dans les adaptations
mitochondriales a I'exercice en endurance n’est qumplétement élucidé. A l'inverse, la
sédentarité extréme est associée a une diminutioriveéau de protéine PGCQr1160).

PGC-1n pourrait également induire une diminution de ladoction de stress oxydant,
notamment de ROS. En effet, une publication moqgtre I'expression des enzymes anti-
oxydantes augmente parallelement a celle de P&Q4lL).

L'importance de PGC+ldans le maintien du volume et de la fonction niitoariale, ainsi
gue son implication dans I'adaptation a I'exergiegivent faire de ce coactivateur une future

cible thérapeutique dans la dysfonction mitochaaldri

PGC-18

PGC-PB coactive en partie les mémes facteurs de trariggrigue PGC-d pour induire
I'expression de genes cibles communs, tels qugdass impliqgués dans la régulation du
métabolisme énergétique mitochondrial (162, 163).

Cependant, PGCBlsemble jouer un rble plus important que PGCehns la biogenese
mitochondriale du cceur (143, 164). Par ailleursseimble que les stimulus métaboliques
comme l'exercice n’entrainent pas d’activation d8CP13 dans le muscle squelettique,
contrairement a PGCel(165).

Nuclear respiratory factors (NRFs): NRF1- NRF2

NRF représente un effecteur en aval de I'axe SIRAGC-Lu et active I'expression des
composants de la chaine mitochondriale, de trateyrsr mitochondriaux et des protéines
ribosomiques. Par son large rble de régulateustrgstionnel, NRF1 est un élément majeur
des processus de biogenése mitochondriale. NRFdinsstparticulierement impliqué dans la
régulation de I'expression de la COX mais ausssdarrégulation de la voie de synthése de
’héme. Un deuxieéme facteur de transcription nucdédNRF2, est également impliqué dans
la régulation de I'expression des genes liés awalmofisme mitochondrial, notamment une
sous-unité du complexe IV de la chaine respirat@i@l). Les facteurs NRF1 et NRF2
régulent en amont le facteur impliqué dans la cagilbn et la transcription mitochondriale :
TFAm (Transcription factor A, mitochondripui permet ainsi I'expression coordonnée des
géenes nucléaires et mitochondriaux.

Parmi I'ensemble des activateurs associés a RGOHRF1 et NRF2 sont ceux qui sont le
plus impliqués dans la régulation de I'expressies denes codant pour des protéines de la

chaine respiratoire. Le couple de facteurs de ¢rgpion NRF1 et NRF2 est ainsi associé a la
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régulation de genes qui codent pour des protéinesamposent les complexes de la chaine

respiratoire et ce chez le rat, la souris maisefgaht chez ’lhomme (164).

Le facteur de transcription mitochondrial A (TFAm)

TFAm est un facteur de transcription indispensablenaintien et a la réplication du génome
mitochondrial (166).

Le facteur mitochondrial TFAmM ainsi que les facselNRF1 et 2 sont requis pour la
réplication de ’ADN mitochondrial (167), et I'exggsion de TFAmM est corrélée au nombre de
copies d’ARNm mitochondrial. En effet, NRF1 et NRiRBuisent tous les deux I'expression
de TFAmM (142) et une interaction directe entre P@GCdt NRF1 permet l'induction de
'expression de TFAmM a un niveau plus important gelée induite par PGCelseul (150).

Des données relativement récentes démontrent gagdinement physiquechez 'homme
agé, hormis une amélioration de la capacité oxydatiusculaire, induit une augmentation du
nombre de copies de 'ADN mitochondrial par le bjagn partie, d'une plus importante
expression du TFAm (168). Il a été aussi montré lgue de I'entrainement physique les
modifications de I'expression de TFAm précedentdeangements de contenu et fonction
mitochondriale, argument en faveur d’'une implicatide I'activité de TFAm dans la
biogenése mitochondriale induite par I'exerciceerdurance (169, 170).

[11.3.2. BIOGENESE MITOCHONDRIALE ET REPONSE A L'EXRCICE

L’exercice régulier augmente les capacités d'enttgaen améliorant les capacités
musculaires d’extraction de Il'oxygene, le rapporapitaires/fibores et le contenu
mitochondrial. L’'augmentation de la densité mitaotiigale a I'exercice est bien connue, mais
les mécanismes moléculaires qui sous-tendent @gyements sont complexes. Les voies de
signalisation a I'exercice impliquées dans la brage mitochondriale sont résumées dans la
figure 9 (171).

Des le début de la contraction musculaire, des @hénes d’'adaptation apparaissent,
entrainant une activation des molécules de sigalis, dont les protéines kinases. Cette voie
est activée par I'élévation de €ale turnover de 'ATP (AMP, ADP, Pi), la produatiales

ROS et 'augmentation de la consommation d’oxyganecours de I'exercice. Ceci a été
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Figure 8 PGC-1n et son implication dans la biogénése et la fonctistochondriale. Dans le noyau
(partie bleue) se trouvent les principaux factel@rsranscription (NRF1 et 2, ERRPPAR: et MEF-
2) qui sont les cibles de PG@-kt agissent sur les génes nucléaires impliqués thaonction
mitochondriale. Sont indiquées aussi des voiesites qui modifient I'expression ou la fonctioa d
PGC-L : les niveaux élevés de cAMP conduisent a I'atitivade cCAMP response element binding
(CREB), aprés sa phosphorylation par la protéinease A (PKA).; le cGMP induit par
'augmentation d’oxyde nitrique. D’aprés (164).

démontré par des manipulations induisant des nuadifins de la concentration de “Ca
cytosolique et de 'ATP, imitant ainsi les changaisanduits par I'exercice.

Il est clairement établi que de nombreuses prat€kieases, parmi lesquelles 'AMPK, la
protein kinase BAkt), la CaMK et la p38MAPK, sont augmentées a I'exercicactivation

de ces protéines conduit a la phosphorylation déscteurs de transcription (PGG-&t )
ainsi que des facteurs de transcription nuclégikgd~1-2) impliqués dans la régulation de
'expression d'un nombre important de protéines duwetabolisme cellulaire. La
phosphorylation de ces protéines kinases dépelithtimsité et de la durée de la contraction
musculaire ainsi que du type de fibres sollicité&2( 173).

Il est intéressant de noter que I'élévation de diession ou de l'activité des facteurs
transcriptionnels a lieu le plus souvent lors deédaiode de récupération aprés une séance

d’exercice (1-2h) (153), alors que le pic des ARMst signalé entre 2 et 4h post-exercice
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(174). Ceci suggere d’aprés Ljubicic (172) qu'urggigde de temps est nécessaire afin de
récupérer les ressources énergétigues nécessaipespracessus de d’activation et

transcription des facteurs impliqués dans les pmémes d’adaptation.

111.3.3. BIOGENESE MITOCHONDRIALE ET INSUFFISANCE ARDIAQUE

La dysfonction mitochondriale intervient dans lgfaileance énergétique du myocarde et
'aggravation de l'apoptose cellulaire observée sddiinsuffisance cardiaque gauche.
Malheureusement, les mécanismes responsables te dydfonction sont multiples et
partiellement connus, d’ou la difficulté a I'heuaetuelle d’élaborer des thérapies ciblées.
(175). Le PGC-& a un role central dans la biogenese et la fongtidachondriale cardiaque
et il a été observé une diminution de ce factemsiaue de I'expression de ses genes cible
dans des modeles animaux de défaillance du myo¢atdel 55). Egalement, les facteurs qui
influencent I'expression dBGC-k. sont modifieés dans les modéles d’'insuffisance eank
par rapport aux animaux témoins. Les meécanismestiofa de ces différentes voies de
signalisation sur I'expression et I'activité de PG&(la MAPK, la calcineurine, les protéines
CREB et 'AMPK, le NO) sont en voie d’élucidatioRar exemple, la suppression de la
calcineurine chez la souris transgénique conduit dggfonctionnement de la chaine
mitochondriale (176) et a 'augmentation du sti@sglant.

En revanche, dans le coeur humain, hypertrophié éailldnt, la calcineurine peut étre
activée, diminuée ou inchangée (177). Les stimaotiuisant I'hypertrophie cardiaque
déterminent une diminution d’activité des protéi@d#3EB corrélée au contenu en PGELel
aux facteurs dépendants de celui-ci, comme le NRFFAmM, et aussi a la respiration
mitochondriale (178). Contrairement au muscle seitiglie, dans le cceur il a été montré que
la voie p38MAPK est impliquée dans la régulatiogatéve de la biogénese mitochondriale
(179). Les conditions de restriction calorique agiednt a I'augmentation de la biogénése
mitochondriale par la stimulation, via le NO, d&R¥1 et de 'eNOS (nitric oxyde synthétase
endothéliale) (180), tous les deux influencant®CPlo.

La diminution de l'activité du complexe PGG/PPARy a été rapportée aussi dans le
myocarde humain défaillant (60), ainsi que la dumion de I'expression des ARNm ou du
niveau de protéine PGGx159).

Il existe donc actuellement assez d’arguments eeufade I'hypothese que la diminution de
I'expression dePGC-T/PPARy et de la cascade de transcription dépendante deraplexe
peuvent conduire a la défaillance énergétique tassiffisance cardiaque gauche (143). Au
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contraire, la stimulation exogene de la biogénégecimondriale dans le myocarde adulte
conduit a la défaillance cardiaque, suggérant alfesiistence d'un volume optimal

mitochondrial, strictement contrélé par de multipl®ies de signalisation.

NUCLEUS

E CONTRACTILE
ACTIVITY

MITOCHONDRION
.

Figure 9: Facteurs induisant la biogénéese mitochondridllexarcice. 1) La contraction musculaire conduit a
la production de ROS et a l'activation des proteikmases (CaMK, MAPK, AMPK). 2-3). Ces voies de
signalisation induisent l'activation des facteure transcription PGCel et des facteurs nucléaires
respiratoires NRF1 et NRF2. 4) NRF1 active le factge transcription mitochondrial A (TFAm). 5) Ces
protéines sont transcrites dans le noyau et exgoid@ns le cytoplasme sous forme de mARN. 6) Apres
translation, conugion en précurseur protéique. 7) Importation du précurseur dans la mitochondrie et synthése

de la forme mature de TFAm avec induction des protéines encodées par I’ADN mitochondrial (mtDNA) qui,

avec les protéines codées par I’ADN nucléaire, vont s’assembler pour former les sous-unités de la chaine de
transport des électrons. (d’apres (171).
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CHAPITRE IV:
PLACE ET PROPRIETES DE L'EXERCICE EXCENTRIQUE

TYPES DE CONTRACTION MUSCULAIRE

Contraction concentrique

On parle de contraction musculaire concentriquediee les deux extrémités du muscle se
rapprochent, se raccourcissent. Cette contractioscufaire entraine la production d’'une

force concentriqgue et d’'un mouvement dynamique segaire. On peut alors calculer la

puissance concentrique (Puissance = force x vitesse

Contraction excentrigue

Lors de la contraction excentrique, les extrémitéissculaires s’éloignent, entrainant un
allongement du muscle. La force excentrique déysepentraine un déplacement qui va
géneérer une puissance excentrique.

Par exemple, la course a pied en montée impligueipalement des contractions en mode
concentrique, alors que la course a pied en desdemtappel majoritairement a des actions
musculaires excentriques, permettant de ralentaroartir la chute du corps ou d’'un segment
dans la locomotion. Les interactions entre lesrfdats d’actine et de myosine expliquent la

différence entre ces différentes modalités de aeatitm €igure 11).

MECANISMES DE LA CONTRACTION MUSCULAIRE
Le muscle squelettique est caractérisé par I'adtera de bandes claires et foncdegufe
10), justifiant ainsi son appellation de muscle stiiés bandes claires correspondent aux
filaments d’actine ou filaments fins ; les bandascEes correspondent aux filaments épais de
myosine. L'actine et la myosine sont les deux pne® contractiles et c'est leur
prépondérance et leur disposition dans la cellulsaulaire qui détermine les qualités du
muscle squelettique et cardiague. Le mécanisma deritraction musculaire est basé sur le
glissement des myofilaments. Cela implique qudilasents de myosine (bande A) gardent
une longueur constante, tandis que les filameratstide (bande I) de déplacent en dedans et
en dehors. Ce processus se déroule en 4 étapesnpéesquelles I'énergie chimique fournit
par 'ATP est transformée en énergie mécanique. :

1. La téte de myosine, pliée sur elle-méme, est lidadine pour former des ponts

transversaux.
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2. Une molécule d’ATP en se fixant sur la téte de nm@sva permettre la dissociation
des ponts actine —myosine et le dépliement dedad& myosine.

3. L'ADP et le phosphate résultant de I'hydrolyse d&TP restent liés a la téte de
myosine qui, ainsi activée, s'attache au site diade plus proche.

Filaments fins Filaments fins
Disque Z Filaments épais Disque Z
Fi

»
b L&

Un sarcomére

Bande| BandeA

T ';f Z —
StrieM DisqueZ ZoneH

Figure 10 : Aspect strié du muscle squelettique. En haut, diagre
montrant la disposition des filaments d’actine etrmdyosine. En haut,
image de microscopie électronique d’un sarcomere.

4. La téte de myosine se replie de nouveau sur elleeréntrainant la molécule d’actine
dans son mouvement. Ce déplacement libére les oletéd’ADP et phosphate,
laissant le site disponible pour une nouvelle mdkd’ADP.

Relaxed
Contracted Myosin head Thick filarment Thin filament

- A band }’1

TI band '

e
| band

Figure 11 : Contractions concentrique et excentriquers du raccourcissement du sarcomére, les
filaments d’actine se déplacent vers le milieuslde son allongement, leur déplacement se fait vers
I'extérieur. Les filaments de myosine ne varierg pandant ces contractions.
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IV. 1. PROPRIETES DU REGIME DE CONTRACTION EXCENTRI QUE

V. 1. 1. PARTICULARITES PAR RAPPORT AU REGIME CONCENTRIQUE

L’exercice excentrique a fait I'objet d’études deygiologie de I'exercice des le début des
années 1950 (181). Il consiste a opposer une fauseulaire (force de freinage) a une force
créée soit par I'effet de la gravité soit par wnmant extérieur.

En mode concentrique, le muscle exerce une actmtniaga et libére de I'énergie, le travail
réalisé est dit "positif’. En mode excentriquemascle supporte un travail externe et exerce
une action frénatrice, absorbant I'énergie déveteppar la charge externe imposeée. Le travail
réalisé est dit "négatif’. Ainsi, les actions muames concentriques permettent la réalisation
de mouvements corporels comme la locomotion ourédngnsion, tandis que les actions
excentriques génerent des mouvements antigragfaieefreination, permettant par exemple

de ralentir le pas ou de descendre les escaliers.

La particularité des exercices excentriques eshektre en jeu le complexe musculotendineux
en étirement apres qu'il ait été activé(182, 1&3llongement forcé du complexe muscle-
tendon qui accompagne alors la production de festalésigné sous le terme ldathening
contractionen opposition au régime d’action concentrigsteoftening contraction

Lors de la contraction musculaire excentrique, di@e absorbée peut étre i) dissipée sous
forme de chaleur et le muscle fonctionne alors cenum amortisseur (action frénatrice lors
de la descente des escaliers par exemple), iik&ode maniere temporaire en énergie

potentielle élastique pour étre restituée par i@ glors d’une course, par exemple).

Reich et collaborateurs (184) ont comparé le cotepoent du muscle a un ressort qui
emmagasine et restitue de I'énergie de manieregeyel L'enchainement cyclique rapide de
contractions excentriques et concentriques lorsladdocomotion (marche, course) est

classiquement désigné sous le terme de cycle té&imedétente"figure 12).
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Figure 12 : Représentation schématique du comportement du
muscle lors du cycle "étirement-détente”. Lors de cburse,
I'énergie potentielle stockée par les structuresast&ues
musculotendineuses pendant la phase excentriquestistiée lors

de la phase concentrique. Le comportement du musste
schématisé par un ressort qui s'étire puis se helatibérant
I'énergie élastique emmagasinée. D’afdes}).

IV. 1. 2. PRODUCTION DE FORCE
COUPLE DE FORCE

La contraction musculaire excentrique conduit aireénent des éléments contractiles, qui
restituent en retour une énergie génératrice dforoe additionnelle, lorsque cette contraction
excentrique est immédiatement suivie d’'une contraatoncentrique.

La majorité des études qui se sont intéresséepraddauction de force en mode excentrique a
montré que le couple de force produit en mode dxcelie est supérieur a celui généré par
une contraction concentrique.

Par contre, 'augmentation de la force en excemérisemble plus marquée apres entrainement
en régime excentrique et, a l'inverse, 'augmeaotatile la force en concentrique est plus
importante apres entrainement en mode concentfi@t). Le gain de force semble modalité

d’exercice-dépendant, mais cette affirmation npest consensuelle (186).
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STRATEGIES D’ACTIVATION MUSCULAIRE

Le meilleur rendement musculaire en excentriquet piEgalement s’expliquer par des
stratégies d’activation centrale spécifiques a odard’action.

Lors de contractions excentrigues sous-maximalematimales, il a été montré, par des
études électroencéphalographiques, une activit&calar plus précoce et intense comparée a
celle enregistrée aprés contractions concentrigl@g). Il a aussi été montré que pour des
actions musculaires en excentrique, I'activité #teayographique (EMG) recueillie par des
électrodes de surface était inférieure a celleeilmien concentrique (188jigure 13), en
faveur d’'un recrutement préférentiel des fibresideg Cette diminution du signal EMG
correspond, selon les auteurs, soit a une rédudgda fréquence de décharge (189) soit a un

recrutement moins important en excentrique, ce opnduit a la répartition du stress

mécanique sur un plus faible nombre d’unités mes$rid 90, 191).

Concentric Eccentric Isometric

[ 025mV

| i i

Figure 13 : Signaux électromyographiques de surface Activité
électromyographique dans les chefs vastus latéfeli3, vastus médialis (VM) et
rectus femoris (RF) du quadriceps lors de conwasticoncentriques, excentriques et
isométriques a 25% d’'une contraction volontaire imale. D’aprés (188).

Ceci induit que la tension unitaire développée gaque fibre musculaire active est donc
plus importante en mode excentrigue a méme inter@t contraction, ce qui explique le

meilleur rendement musculaire. Malheureusementjsk musculaire n’'est pas préparé a
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supporter de telles contraintes mécaniques quigeuétre largement supérieures a celles
développées dans la vie quotidienne et/ou darexigices habituels de travail de la force

musculaire (192). Ainsi, des dommages musculaiees/gnt apparaitre aprés des exercices
excentriques. Ceux-ci peuvent étre tres importahtsivalidants au point que les exercices
excentriques aigus et intenses ont été et contirsuétre utilisés comme modeéle expérimental

pour I'étude des mécanismes de dégénérescenceaégéiarescence musculaires.

IV. 1. 3. FAIBLE COUT METABOLIQUE

La rupture dite "mécanique" de certains ponts diaeinyosine au cours de la contraction

musculaire excentrique entraine le détachemeng fde la téte de myosine par la force

d’étirement sans dépense d’ATP, réalisant ainsiaaméraction musculaire a plus faible codt

énergeétique. Depuis les premiers travaux en 1@s50jifférences mécaniques et métaboliques
entre les modalités de contraction musculaire aunicgie et excentrique ont été étudiées

avec attention. Aujourd’hui il est admis que leereices excentriques, a méme intensité
absolue, consomment 4 a 5 fois moinsatjOe les exercices concentriques (19@jute 14)

et ce, sans contribution majorée des métabolismeérabies (194).

5000 1
. b ll\‘f‘Jl,l J\W
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Figure 14 Consommation d’oxygéene (\MDpendant 2min en condition basale a 15W puis pangla
min a haute intensité (HC-330W), moyenne inten@il€-216W) et basse intensité (LC-70W) en
mode concentrique, et & haute intensité en modenexgue (HE-330W). A méme intensité d’exercice
(330W), la consommation d’oxygene est 4 fois maimgortante lors d’'un exercice excentrique (HE-
330W) gu’au cours d’'un exercice concentriqgue (HOW3. D’'apres (193).
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En conséquence, pour une méme dépense énergétgipejssances mécaniques et les forces
musculaires gu'il est possible de développer aescakercices excentriques sont également 4
a 5 fois plus élevées, rendant ce type d’exercite€mement intéressant pour produire des
stimuli musculaires mécaniques importants en misami les stimuli métaboliques.

C’est ce qui a été montré dans I'étude princepsdtiet coll. (181, 195), qui ont développé
'un des tous premiers prototypes d’ergocycle ekigue a l'aide d’'un systéme formé par
deux ergocycles reliés par un systéme de chairestap Ainsi, lorsque le premier sujet
pédalait en mode classique, concentrique, il aittiggpédalier du second vélo dans le sens
inverse des aiguilles d’'une montre. Le second sigehit alors appliquer une résistance et
s’opposer au mouvement, s’exercant ainsi en modengsique.L’histoire nous raconte que
Mme Ritchie qui travaillait en excentrique étaitoed capable d'empécher son mari M.

Bigland de pédaler en concentrique

et s =
Photo: Cycloergomeétre excentrigumodifié par Abbott, 1952. Un

cycliste pédale dans le sens conventionnel (entpp@mdant que le

second cycliste pédale a I'envers (en arriére)céwrs du pédalage, la

tension de la chaine (C) rejoignant les plateaexdis deux bicyclettes

simultanément, entrainant la compression d’un systEmpon rempli

d'eau (S). Cette compression est enregistrée parjauge (G) et

affichée devant chaque sujet.
L'ensemble de ces éléments suggere que l'allongemiencomplexe musculotendineux
observé en excentrique optimise la production deefoLe stockage d’énergie potentielle
élastique et sa restitution par les composantegraotiles élastiques lors du cycle étirement-
détente permet de générer une force additionnals sonsommation d’ATP. Par ailleurs, le
moindre recrutement des unités motrices a un nieatorce donnée, mais aussi la rupture
forcée de certains ponts d’'actine-myosine, parénipa I'économie de I'énergie totale utilisée

par le muscle.
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IV.1.4. SPECIFICITE CARDIOVASCULAIRE DE L'EXERCICEXCENTRIQUE

Les caractéristiques mécaniques de I'exercice éngae ont été largement détaillées dans la
littérature et utilisées dans des modeles expétanen dans le domaine de la performance
chez le sportif ou de la pathologie chronique. IpgcHficité métabolique de I'exercice
excentrique, caractérisé par un faible colt énepget est démontrée par des études cardio-
circulatoires. Knuttgen et coll. (196) ont montréeq a méme puissance mécanique lors
d’exercice de pédalage excentrique, le débit cqudiaQ) et la fréequence cardiaque (FC)
étaient environ deux fois moindres que lors du [a&gaen concentrique. Lorsque I'exercice
excentrique est réalisé a méme /@ réponse du débit cardiaque et la FC sont supés a
celles de Il'exercice classique concentrique. Ceptiapriété est évidente lorsque la ¥O
approche 1 I/miret que la puissance meécanique est environ 4 a < dopérieure en
excentriquess concentrique (196, 197).

Dufour et collaborateurs (198) ont comparé lestajuents cardio-circulatoires chez 8 adultes
sains aprés un exercice exhaustif concentrigsieexcentrique, réalisé a méme charge
meétabolique, et ont observé une augmentation dede’ta FC et de 27% du débit cardiaque
(Q) apres exercice excentrique.

Lorsque la demande métabolique est la méme, ligetdlectromyographique mesurée par
électrodes de surface est supérieure en excentcigm@arée au mode concentrique (199).
Dans ce contexte, les niveaux de tension muscuiaipmsés par le régime excentrique
pourraient étre impliqués dans les mécanismes rigihe de la réponse circulatoire. La
sensibilité des ajustements circulatoires a étéotdrde chez I’homme (200) ou I'ergocycle
excentrique a été utilisé comme un modele expétmh@ermettant d'induire une stimulation
mécanique importante pour une demande métaboliquié. Ainsi, les stimuli mécaniques
régulent environ 25% de la réponse dat@4% de la FC lors du pédalage. C’est par cdatre
demande métabolique qui est le facteur principalsd&ajustement des parametres cardio-
circulatoires au cours de I'exercice : ghlrticipe a hauteur de 75% pour leetl66% pour la
FC.

Au total, les ajustements cardio-circulatoires indupar I'exercice sur ergocycle sont

générés par les stimuli mécaniques pour 25% etlpatemande métabolique pour 75%. A
méme puissance meécanique qu’'un exercice en modahteentrique, le débit et la frequence
cardiaques sont inférieurs en régime excentrigaeddmande métabolique étant plus faible.

Lorsque I'exercice excentrique est réalisé a mémmahde métabolique, les réponses du
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débit cardiaque et la FC sont supérieures a celileduites par I'exercice classique

concentrique.

IV. 1. 5. DOMMAGES MUSCULAIRES

Définition et manifestations cliniques

L’allongement musculaire forcé imposé par le régereentrique est associé a des niveaux de
tensions trés importants, provoquant une altéradiortytosquelette et des microlésions des
fibres musculaires.

Ces dommages se caractérisent par une désorgamiphis ou moins complete de certains
sarcomeres avec perturbation de la ligne Z, dasngsdu réticulum sarcoplasmique, du
sarcolemme et des tubules transverfigsrge 15). Lorsque les Iésions sont importantes, une

rupture de la ligne Z ou de la ligne A a pu étreavhée (201).

Figure 15 : Fibre musculaire photographiée en microscopie
électronique. Perte de l'alignement de la ligneZJ par rupture
apres exercice excentrique. m : mitochondrie. Fa202).

L’exercice excentrique intensif et/ou inhabitudl kesprincipal pourvoyeur de douleurs et de
raideurs musculaires retardées appel@elayed onset muscular sorendB¥OMS), que I'on
appelle communémetitourbature’s Elles surviennent dans les 12 a 48 heures pteindte

un pic entre 24h et 72h avant de disparaitre ef fpars.

Les DOMS sont accompagnés d'une diminution de laefanusculaire variant selon les
auteurs de -10 a -60% de la force maximale isoqétr{203, 204). La persistance de la perte
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de force aprés exercice excentrique est, chez hhemun marqueur indirect du dommage
musculaire (205).

Lors d'une contraction excentrique d'intensité nrégé et comparée a une contraction
concentrique, la perte de force observée est similans les deux cas (de I'ordre de 10 a
30%) mais elle perdure au-dela de 24 heures ape¥siee excentrique, alors qu’en régime
concentrique elle revient a la normale dans legdsequi suivent (206). Lors d’exercices
excentriques a haute intensité (générant une aetoantrique maximale), la perte de force
peut atteindre 50-65 % par rapport aux valeursaledg avant exercice. La perte de force est
réversible et, des le second exercice, la rédudii@rforce est moindre par rapport a la
premiere séance. Des études animales ont montré&aite perte de force aprés exercice
excentrique aigu est liée au dommage musculainegitipér de fortes tensions musculaires :
désorganisation myofibrillaire par rupture des sareres associée a une perte des protéines
contractiles, responsable dans un second tempg di@ficience dans le couplage excitation-
contraction (205). Les fibres de type Il (llb enrtmaulier) sont préférentiellement touchées
(207, 208) et cette atteinte peut en partie s’exeli par le recrutement préférentiel des unités

motrices rapides en modalité d’exercice excentrique

Marqueurs biologiques

Les enzymes musculaires, telles que la créatinaskir(CK) et la lactate déshydrogénase
(LDH), sont des marqueurs sanguins du dommage railgcuLes CK sont des marqueurs
indirects des dommages musculaires a I'exercicplas, particulierement, de la modification
de la perméabilité du sarcolemme (209, 210). Cependl existe une grande variabilité
individuelle de réponse selon les individus elyfeetd’exercice. Ainsi, par exemple, lors de la
course en descente chez le rat, on observe urepgkKdde 100-600 Ul (Unité Internationale)
apres 12-24h (211, 212), tandis qu'apres plusieargractions musculaires excentriques a
haute intensité, I'élévation des CK n’apparait gues 48h avec des valeurs beaucoup plus
élevées, comprises entre 2000-10 000 Ul, qui perdysendant 4 a 6 jours. Le dosage des
CK reste un marqueur indirect qualitatif, plus quentitatif, du dommage musculaire avec

des variations d’amplitude importante selon le tgj@xercice excentrique réalisé.

Etiologies
De nombreuses étiologies ont été proposées poligegpla physiopathologie des DOMS.
La théorie du stress mécanique et de linflammatsont celles qui sont le plus

d’argumentées.
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« Lathéorie du "stress mécanique"

L’exercice excentrique est associé a des lésiass licalisées du cytosquelette avec, en
particulier, une désorganisation de certains sagces) pouvant aller jusqu’a la rupture de
ceux-ci. L’étirement forcé conduit a de nombreusesns cellulaires incluant une rupture de
la ligne Z, un élargissement de la ligne A, uneodganisation des sarcomeres et une rupture
du cytosquelette immédiatement aprés I'exercice.séaérité de ces atteintes dépend de
lintensité et de la durée de l'exercice, de lagweur musculaire et des propriétés
musculotendineuses préalables. Il a été mantxévo que les lésions du cytosquelette et des
protéines contractiles apparaissent dans les 16tesrapres le début d’exercice excentrique,
alors que les Iésions cellulaires n’apparaisseidt lgufin de I'exercice.

Lors d'un exercice excentrique aigu, certains saees sont plus susceptibles que d’autres a
la rupture. Une des hypothéses est I'existence edinstabilité des sarcomeéres. Selon la
courbe tension-longueur, cette instabilité se nestdf sur la pente descendante de la courbe,
lorsque la superposition des filaments fins et €@t réduite et que le nombre de ponts
d’union est faiblef{gure 16) (213).

Dans ces conditions, le sarcomere est instabkefetée musculaire produite s’affaiblit au fur
et a mesure de la poursuite de I'étirement fonggqy’'a rupture compléte du sarcomere. La
répartition des sarcomeres étirés au-dela de lenditton physiologique se fait de maniéere

aléatoire au sein des fibres musculaires.

Les propriétés mécaniques du systéme musculo-stigeéejouent également un réle dans le
dommage musculaire. Certaines études montrentajgert les muscles les plus "rigides”, ou
le complexe aponévrose-tendon est peu complidati@nigement forceé, qui sont susceptibles

de subir le plus de dommages.
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Figure 16: Relation tension-longueuPhase ascendante correspondant a
I'allongement progressif du sarcomeére corrélé agientation progressive
de la force musculaire jusqu’a une phase de plateda longueur optimale
du sarcomére entraine une superposition des filsnakactine et de myosine
responsables de la production de force maximaleséhlescendante ou
I'allongement du sarcomere entraine une instabiigd diminution du
nombre de ponts d’'union, favorisant la rupture mgsfibrilles et participant

au dommage musculaire. D’aprés Mc Ardl¥, Exercise Physiology :
Energy, Nutrition, And Human Performanc@illiams & Wilkins, 4th
Revised editiori996

Percent of maximum tension

Des études sur des souris ne possédant pas dmesadé structure telle que la desmine (Sam
et al, 2000) ont montré qu’elles subissaient moins demrdages que des souris saines
réalisant le méme exercice excentrique. La compdiamusculaire de ces souris modifiées

étant plus élevée, le nombre de sarcomeres risqlétn: [ésés est réduit.

« Lathéorie de l'inflammation
L'apparition des signes cliniques 24 - 48h aprésxdtcice suggére que le dommage

musculaire ne peut étre directement et uniqueménd Icette théorie mécanique. Ainsi la
théorie de I'inflammation, méme si elle a souvdgtrémise en cause, reste confortée par une
multitude de travaux et permettrait en partie dlepger la poursuite du dommage mais aussi
le processus de régénération qui apparait et goigida poursuite de I'exercice. Armstrong

et coll. (Armstrong, 1984) ont été les premiersr@ppser une cascade d’événements selon
laquelle I'exercice excentrique induit initialemees |ésions musculaires mécaniques, qui
conduisent dans un second temps a des dommagaisioed avec apparition de phénomenes

inflammatoires. Les dommages musculaires initia@s dtructures contractiles induisent
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'apparition de dommages de la membrane celluldieerupture des membranes entraine la
libération des marqueurs du dommage tels que HEineikinase et perturbent 'lhoméostasie
calcique des fibres lésées, a I'origine d’'une neeellulaire 48h aprés I'exercice.

A ce stade initial succede l'activation des ceBulononuclées musculaires. La libération de
certains facteurs pro-inflammatoires, tels que N&=T, I'interleukine 1 et 8 (IL-1, IL-8), va
permettre aux polynucléaires neutrophiles (PNNJutemts d’envahir les tissus musculaires.
Dans un second temps, les PNN vont activer les quyées, qui vont éliminer les débris
nécrotiques et activer les cellules satellites wpmt préparer le muscle au processus de
régénérationfigure 17) (214). Les ROS produits par les phagocytes vostlibérés dans le
cytosol.

De nombreuses études aussi bien chez ’'homme PAH),que chez I'animal (217, 218) ont
montréune augmentation de la production de ROS apresiegezxcentrique. Leur réle n'est
pas clairement établi, mais il semble que leurtefépende de leur niveau de production.

En effet, les ROS sont responsahlewitro d’atteintes des myotubes lorsqu’ils sont mis en
présence de fibres musculaires intactes (219), #saagissent aussi comme des molécules de
signalisation, en contrélant I'activité de nombrefacteurs de transcription et modulant
'expression des genes contrélés par ces fact@2@, 221). Ces facteurs de transcription
incluent le facteur nucléaire kappa-B @B) et HSF1 eat shock factdr qui vont induire
une augmentation des enzymes antioxydantes eteadtivvoie desheat shock protes)
permettant de protéger le muscle de dommagesautériLes ROS servent donc de signal

pour les phénomeénes de régénération musculaire.

IV. 2. ADAPTATIONS MUSCULAIRES INDUITES PAR LEXERC ICE
EXCENTRIQUE CHRONIQUE

IV. 2. 1. EFFETS DE LA REPETITION DES SESSIONS

L’exercice excentrique, lorsqu’il est intensif ehabituel, induit des dommages musculaires
et la cascade précédemment décrite. De nombretisgdsséont montré que la réalisation
d'une séance d'exercice excentrique préalable diaiin’apparition du DOMS lors de la
deuxiéme session réalisée classiquement a 1 senddimervalle (202, 222-224). Ce
phénomene adaptatif lieé a la répétition des sessehappelé " effet de répétitiomeljeated
bout effect
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Figure 17 : Relation entre ROS et dommage musculaire, imtliearéle potentiel des ROS dans les
processus de réparation apres dommage. Modifi¢eBafP25).

Cette adaptation a I'exercice se manifeste pardiménution des lésions musculaires, du
largage des CPK et des chaines lourdes de myasgssocie a une moindre diminution de
la perte de force lors de la deuxieme session tteoe Selon les auteurs, ce processus
adaptatif a I'exercice excentrique varie de quetggeEmaines a 6 mois (226). L'importance du
DOMS et le taux de CPK lors de la premiere sesgom influencer I'amplitude de I'effet de
répétition, ce qui peut expliquer que la répétitilms exercices n’a pas les mémes effets chez
tous les individus. Plusieurs mécanismes sont m&gpagoour expliquer ce phénomene
adaptatif. Tout d’abord, le recrutement plus imaottd’'unités motrices lentes, responsables
d’'une meilleure répartition du stress mécanique lesrfibres musculaires, permettrait de
diminuer le dommage musculaire en réduisant la ureptdes myofibrilles (227). La
réorganisation des protéines du cytosquelettedesmine et titine) va permettre I'alignement
des sarcomeres et une augmentation de la quaetitgsti conjonctif dans le muscle (228).
Une augmentation du nombre de sarcomeres en strime autre hypothese avancée pour
expliquer l'effet protecteur de la répétition demssions. Lynn et Morgan (229-231) ont

montré chez I'animal une augmentation du nombresateomeéres en séries pour pallier a

78



l'instabilité du sarcomere lors de I'allongementci Ceci a aussi été montré chez 'Homme
(232) et éviterait la rupture des sarcomeres.

La répétition des sessions d'exercice excentriquminderait aussi les phénoménes
inflammatoires en réduisant I'activation des monesyet des polynucléaires neutrophiles
(233). Ceci serait en rapport avec une diminutiomdmbre de myofibrilles Iésées, sans qu'il

soit cependant possible de préciser si cette ditapen est la cause ou la conséquence (203).

V. 2. 2. AMELIORATION DE LA FORCE

Si les dommages induits par lI'exercice excentrigu@uisent une perte de force plus
importante et prolongée que I'exercice concentrigpee phénomene est réversible avec la
répétition des séances. Ainsi, I'entrainement ecemixique (répétitions des séances), va
permettre d’obtenir des gains de force musculaius pnportants (184, 234, 235). Chez
’homme, il a été rapporté une augmentation deefasométrique maximale 3,5 fois plus
élevée aprés 6 semaines d’entrainement excentdggsemuscles extenseurs du genou,
comparée a un entrainement de méme durée en cogaer(235). Lors de protocoles de plus
longue durée, ces résultats sont confirmés aveqaies de force supérieurs obtenus apres
entrainement excentriqws.entrainement concentrique.

D’autres modalités d’entrainement, telles que desoices de pédalage sur cycloergometre,
permettent d’améliorer la force musculaire de 160& de la force musculaire maximale
initiale des membres inférieurs (236-238). Ainshezr des sujets actifs, 8 semaines
d’entrainement sur ergocycle excentrigug concentrique, réalisé a 55-65% de la FC,
améliorent de 30% la force isométrique sans gérsgedouleurs musculaires (236, 237).
Chez des sujets ages, 10 semaines d’entrainenilesanit’ergocycle excentrique améliorent
la force isométrique de 60% (238).

Enfin, les gains de force obtenus en excentriquenigent du mode de contraction testé. Le
principe de spécificité de gains de force est retpar de nombreux auteurs. Cependant
'entrainement excentrique est aussi capable d’amgen la force concentrique maximale

d’'un groupe musculaire (239).

V. 2. 3. MODIFICATIONS DES STRUCTURES MUSCULAIRES

Apres entrainement en excentrique, les gains ae feont objectivés au niveau des analyses

musculaires : augmentation de la surface de sed@snfibres musculaires chez 'homme
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(236) et augmentation significative du nombre demaeres en série chez I'animal (229,
240).

Hypertrophie musculaire, typologie des fibres

L’entrainement excentrique conduit a un gain détae via une augmentation de la masse
musculaire. Les programmes d’entrainement utilisi@st protocoles excentriques conduisent
a une hypertrophie musculaire beaucoup plus imptartque les protocoles d’entrainement
concentrique (241). Higbie et coll.(239) ont moniree augmentation de la surface de section
musculaire du quadriceps aprés entrainement emtexpee pendant 10 semaines comparée
au méme protocole réalisé en concentrique. Dedtaésisimilaires ont été retrouvés par
Hortobagyi (242). L’équipe de Lastayo (236) a ménthez des sujets sains s’entrainant sur
ergocycle, que le groupe "excentrique" présentagt augmentation de 52% du diamétre de
section des fibres musculaires aprés entrainement.

L’exercice excentrique représente une contrainteaméue particuliere pour la cellule
musculaire qui peut modifier I'expression de cegaigenes. Ainsi, aprés exercice
excentrique, il a été montré chez I'animal et cheamme une activation des genes de la
croissance (IGF-1) impliqués dans le processuspéhtyophie musculaire (243, 244).

Lors de I'entrainement excentrique, on observermaodification de la typologie des fibres qui
est similaire a celle observée lors de programmentthinement en résistance. Ainsi,
I'hypertrophie musculaire induite par les protosol#exercice excentrique chez I'animal
comme chez 'homme prédomine sur les fibres museslae type intermédiaire (lla, lla/llb)
(235).

Modifications des propriétés architecturales et aréques

Comparativement aux actions concentriques, I'emdraent en mode excentrique induit des
modifications architecturales afin d’optimiser Eaité contractile des muscles sollicités. Il a
été montré chez 'homme, aprés 10 semaines d’aetrant en excentrique du quadriceps,
une augmentation de 21% de I'angle de pennatiomuasscle vaste latéral contre 13% apres
entrainement concentrique (185). Ceci permet d’amgen la production de force en mettant
a disposition une plus grande quantité de matémagitractile par unité de tendon ou
d’aponévrose. L'augmentation de la longueur desidakes musculaires augmente également
la vitesse de contraction musculaire et les cagacie production de force. Ceci a été montré

sur des études réalisées sur le muscle squelettigaehez le rat (245).

80



Par ailleurs, I'entrainement excentrique condwiha augmentation du nombre de sarcomeres
en série pour corriger l'instabilité mécanique l&e manque d’adhésion entre I'actine et la
myosine lors de I'allongement du muscle (229, 28&)rgan et Allen (231) ont montré chez
le rat une augmentation de 11% du nombre de saresre@ série dans les fibres musculaires
aprés un entrainement en course en descente ssrrtapant. Ces modifications de la
longueur musculaire favorisent la vitesse de catita et la production de force maximale et
témoignent de I'adaptation post-exercice excengriqu

Apres entrainement excentriqgue, la raideur desctsires musculaires élastiques et
tendineuses augmente (247). Ce phénomene poureieé&ésultat d’'une réorganisation des
protéines du cytosquelette (telles la desmine otititee) responsables de l'alignement des
sarcomeres. Ces modifications d’élasticité apré&sae excentrique joueraient également un

réle dans la restitution d’énergie mécanique ertaluction de force a moindre co(t.

IV. 3. INTERET ET PLACE DE L'EXERCICE EXCENTRIQUE DANS LA
READAPTATION A L'EFFORT

L’exercice excentrique permet de développer desanix de force importants avec un faible
colt énergétique et une consommation d’oxygene aneirQuels que soient les mécanismes
sous-jacents, I'exercice excentrique permet de fieodile couplage puissance
meécanique/puissance meétabolique observé dans lgsnsacmusculaires concentriques.
L’exercice excentrique a également un effet pretaciis-a-vis du dommage musculaire.
Enfin, la tolérance cardio-circulatoire des exearsiexcentriques, lorsqu’ils sont réalisés a des
niveaux d’intensité sous maximale, est tres bonne.

L’ensemble de ces propriétés confere a I'exerckoemtrique un intérét dans le domaine de la
performance chez le sportif mais également dadsnheaine de la réadaptation a I'effort chez
les patients présentant une pathologie chronique.

Pour le clinicien, ce mode d’exercice est intéressaez des sujets présentant une limitation
cardio-respiratoire importante car ce régime dangment, lorsqu’il est réalisé a des
intensités sous maximales, va leur permettre deldgper des capacités aérobies a moindre
co(t sans générer de douleurs, ni de complicatiespiratoires ou cardio-circulatoires.
Steiner et collaborateurs (186) ont montré, chez mients coronariens, apres 8 semaines
d’entrainement en ergocycle excentriquge ergocycle concentrique réalisées a 85% de la

FCmax, une amélioration spécifique de 9-15% derdeef musculaire maximale des membres
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inférieurs dans le groupe "excentrique”. Une aeétregde a montré une amélioration de la
fraction d’éjection de 5 % chez des patients catiena apres entrainement excentrique et pas
de modification aprés entrainement concentrique3)(2®e plus, la post-charge du VG
(résistances vasculaires systémiques) n’était pgerée. Le régime d’exercice excentrique
chez les patients coronariens peut ainsi étres@tén toute sécurité.

Chez des patients souffrant de broncho-pneumopatiistructive chronique, I'ajout
d’exercices sur ergocycle excentrique aux exerdnastuels au cours d’'un programme de
réentrainement de 10 semaines améliore les pemaasa I'exercice (249). Un entrainement
de 12 semaines comportant, en plus du programméédecation classique, des exercices en
résistance en mode excentrique chez des patieasemiant une maladie de Parkinson a
montré une amélioration de la qualité de vie (augat®n de la distance de marche et des
capacités de monter et descendre les escalierf) £H). Chez les patients diabétiques,
'ajout d’exercices excentriques a un entrainemdassique de 16 semaines améliore la
tolérance au glucose (252).

Chez la personne agée, deux études mettent enlansitét de protocole de réentrainement
en mode excentrique. La premiére (253) montre, @iegujets agés de 81 ans en moyenne,
gu’un entrainement sur cycloergometre excentrigreesan de 3 séances (de 10 a 20 minutes)
par semaine, pendant 11 semaines, augmente la rffauseulaire isométrique, diminue le
risque de chute et améliore I'équilibre par rappamut groupe contrle qui s’entraine en
résistance. Par ailleurs, cette étude montre qeque l'intensité de I'exercice excentrique est
basée sur la perception de la difficulté de I'eir¢échelle de Borg), cela permet au patient
d’ajuster l'intensité de I'exercice et de poursaeiwainsi I'entrainement pendant 11 semaines.
La deuxieme étude (254) confirme l'intérét d’'unrairtement progressif sur cycloergometre
excentrique chez des sujets agés de 81 ans en ngyeh montre une augmentation
significative de la force musculaire du quadricepsiparé au groupe contréle.

Enfin, plus récemment, chez des patients suivis paucancer, 12 semaines d’entrainement
excentrique générent une augmentation de 12% der¢e musculaire du quadriceps et
améliorent la qualité de vie, par comparaison apdéients sédentaires bénéficiant d’'un suivi

conventionnel (255).

En conclusion, I'exercice excentrique possede degrigtés physiologiques particulieres
pour lesquelles les applications dans le domain&geerformance sportive sont nombreuses.
Ces applications commencent aussi a se développes tb domaine de la pathologie

chronique chronique et du vieillissement. Les pabgmes d’entrainement excentrique,
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lorsqu’ils sont réalisés a intensité faible a magkdrsont tres bien tolérés d’'un point de vue
cardio-respiratoire et permettent de développer toree musculaire notable a moindre codt
métabolique. Seul ou en association avec I'exercirgentrique, I'entrainement en modalité

excentrique pourrait avoir une place dans la réligdtion des patients HTAP.
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PROBLEMATIQUE
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L’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) est amérisée par une augmentation
progressive et permanente des résistances vassutailmonaires due a la vasoconstriction et
a un important remodelage vasculaire, conduisdifilypertrophie ventriculaire droite. Cette
réponse adaptative initiale est suivie, dans ladest avanceés, par l'insuffisance cardiaque,
caractérisée par 'augmentation des pressionsmdplissage et la chute du débit cardiaque.
Comme la fonction du ventricule droit (VD) est uesplus importants facteurs pronostiques
de la maladie, la compréhension des mécanismadateds qui conduisent a sa défaillance
devient une priorité. Mais le VD est étroitemegtdiu VG avec lequel il partage une paroi, le
septum. Le VD et le VG sont reliés par la circatpulmonaire. La défaillance d’'un de ces 3
maillons peut influencer la fonction de 2 autres.

De plus, certains auteurs considerent 'THTAP comune maladie systémique ou I'on peut
observer une véritable « myopathie » caractérisgéaipe atteinte des muscles périphériques
et respiratoires, qui contribue par elle-méme aungstic et a la détérioration de la qualité de

vie des patients.

L’exercice physique intense est réputé avoir uetedlétere sur I'évolution de la maladie.
Les recommandations internationales publiées ré@hrautorisent une activité physique
dans les limites d’'une dyspnée modérée et tolérabdes soulignent la nécessité d'études
complémentaires afin d'établir les objectifs et l|esodalités des programmes de
réentrainement.

Comparé a l'exercice concentrique, l'exercice ekugme permet de développer une
puissance musculaire supérieure pour un colt miéabomoindre. Utilisé pour développer
la puissance musculaire, I'exercice excentriquesda’il est réalisé a intensité faible ou
moyenne, a un intérét en pratique clinique quaticke chez des patients présentant une
pathologie chronique, notamment cardio-respiratoif®utefois I'exercice excentrique,
lorsqu’il est pratiqué de maniére intense et inappée, est responsable d’effets déléteres a
type de dommages musculaires, et en conséquencénitkgions fonctionnelles souvent
importantes.

La mitochondrie joue un réle central dans la préducd’énergie du muscle cardiaque et
périphérique. Les réponses a I'exercice en modeertdrique participant a 'amélioration des
capacités musculaires oxydatives sont bien connaas,chez 'hnomme que chez I'animal.

Par contre, les effets de I'exercice excentriqueles capacités oxydatives et sur la fonction
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mitochondriale restent peu étudiés. Il en est dmengour les mécanismes d’adaptation aprés
entrainement excentrique, qui restent a préciser.

A ce jour, l'effet spécifique de I'entrainement glgue en modalités excentriques sur la
biogenése et la fonction mitochondriale du muséephérique et du ventricule droit n’a pas
ete étudié dans I'HTAP. C’est I'objet de cette thas cours de laquelle, a partir d’'un modele
animal, le rat & qui a été injecté de la monocimdalnous nous sommes proposé dans un
premier temps d'étudier la chronologie de la dététion de la fonction oxydative
mitochondriale du VD, du VG et du muscle squeletigastrocnémien afin d’observer si elle
apparait de facon concomitante dans les trois msiset a quel stade de linsuffisance
cardiague. Dans un second temps nous nous somrtésesses a l'effet de I'exercice
excentrique chronique sur la survie, 'hémodynamict les modifications musculaires

cardiaques et squelettiques.

Au cours de ce travail de thése, 2 parties ondé&wéloppées :

1ére

ETUDE : L'altération de la fonction mitochondriale du muscle squelettique précede

celle du ventricule droit dans I'’hypertension pulmamaire induite par la monocrotaline

Nous nous sommes demandé si le VD, qui lutte camteepost-charge élevée, présentait des
anomalies mitochondriales plus précoces que le lmgsgielettique. Si cette hypothése était
confirmée, un potentiel effet délétere de I'exerciphysique répété sur I'énergétique
myocardigue, et donc sur la fonction cardiaquetdyaierait d’autant plus probable. Trés peu
d’études se sont intéressées aux capacités oxgdatiitochondriales au cours de I'évolution
de l'hypertension pulmonaire, et la biogénese rhibodriale n'a jamais été étudiée. En
paralléle, nous nous sommes intéressés a la riéspied la biogénése mitochondriale dans le
ventricule gauche (VG) qui présente, dans cettiegbagie, des modifications histologiques et
de fonction contractile. Cette premiére partie acdété concue afin d’étudier la respiration et
la biogénése mitochondriale précocement, a 2 sewapres l'injection de monocrotaline
chez le rat et tardivement, a 4 semaines. Le prepoiat dans le temps correspond au stade
d’hypertrophie ventriculaire droite et le deuxieme stade d’insuffisance cardiaque droite,
compensé ou décompensé. Les muscles analysés érle &D, le VG et le muscle

squelettique gastrocnémien.
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2°™ ETUDE : Effets de I'entrainement en modalité excentrique sula tolérance
hémodynamique, la survie et la biogénése mitochondie dans [I'hypertension

pulmonaire induite par la monocrotaline

bY

Dans la deuxieme partie de cette these nous nouosmes intéressés a leffet de

'entrainement en modalité excentrique sur la toiée hémodynamique et la biogénese
mitochondriale dans le méme modele « rat-monoénatal. Notre hypothese était que cette
modalité d’entrainement devrait étre bien suppodgée plan hémodynamique et pourrait

améliorer la capacité a I'exercice. Le but ultimeattte recherche est, en clinigue humaine,
d’éventuellement associer I'exercice excentrigliex@rcice concentrique dans le programme
de réentrainement afin d’améliorer la toléranceefiolt et la qualité de vie des patients

atteints d’'HTAP.
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MATERIELS ET METHODES
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Cette partie, qui présente les deux protocolesrempétaux constituant ce travail, décrit la

méthodologie utilisée et les techniques mises emeeu

L’ensemble des expérimentations animales a étiséésetlon les recommandations en vigueur
et apres obtention des autorisations du comitéidjée en recherche animale de I'Université

de Strasbourg.

1%® ETUDE: L'ALTERATION DE LA FONCTION MITOCHONDRIALE
SQUELETTIQUE PRECEDE CELLE DU VENTRICULE DROIT DANS
L'HYPERTENSION PULMONAIRE INDUITE PAR LA MONOCROTAL INE ?

[.1. PROTOCOLE EXPERIMENTAL

Cette expérience a été réalisée en utilisant ledteodrat-monocrotaline » (MT), modéle bien
établi dans cette pathologie. L’hypertension pulaian a été induite par [I'injection
intrapéritonéale de 60mg/kg de monocrotaline (Sighamicals, St Louis, MO, USA). Nous
avons étudié 2 séries d’animaux (rats males Widiapré, Saint-Doulchard, France) pesant
250 + 35g. Une premiére série a été étudiée a 2aisem apres l'injection, soit de
monocrotaline (MT2, n=15), soit d'un méme volume =dution saline (CL2, n=10). La
deuxieme série a été étudiée a 4 semaines aprgstion, série aussi divisée dans un groupe
« monocrotaline » (MT4, n=12) et un groupe témdii4, n=10). Le groupe MT4 a été
observé afin de détecter des signes de décompamsatidiaque : léthargie, polypnée, poils
hérissés, perte de poids > 5 %/jour et présenae ébdanchement pleural ou péritonéal. Les
animaux qui présentaient ces signes ont été indams le sous-groupe « décompensé »
(MT4d, n=5) alors que ceux qui navaient pas cgrees ont constitué le groupe « compenseé »
(MT4c, n=7).

l.2. PRELEVEMENTS MUSCULAIRES

Le jour du sacrifice, les rats sont anesthésiésnpalation de 3,5 % d’Isoflurane (Aerrane®,
S.A.S Baxter), dans une chambre d’induction, puiacgs sur un support chauffant.
L’anesthésie est entretenue en ventilation spoetgra@ inhalation de 2% d’lsoflurane au
masque facial.

La partie superficielle du muscle gastrocnémielyc@ltique) de la patte arriere droite et
gauche, ainsi que le coeur sont prélevés. Les valdsi droit et gauche sont isolés et pesés.
Le rapport VD/VG + septum est utilisé comme indéxydertrophie ventriculaire droite. Le

muscle gastrocnémien de la pagucheest plongé immédiatement dans une solution S a
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4°C, avant dissection des fibres musculaires p@tunde des parametres de la respiration
mitochondriale. Le muscle de la patt®ite est congelé dans de I'azote liquide et gardé a
-80°C pour analyse ultérieure des ARNm de la biegé mitochondriale, de la protéine
PGC-1u et de I'activité de la citrate-synthase. Les vientes droit et gauche sont coupés en
plusieurs fragments, traités de la méme facon guadscle squelettique (un fragment pour
I'étude de la respiration mitochondriale et lesesipour I'analyse des ARNm, de la protéine
PGC-L et de l'activité de la citrate-synthase).

Apres prélevement des muscles, les rats sont eagl@npar exsanguination au niveau de

I'aorte abdominale.

|.3. PROTOCOLES D’ETUDE DE LA RESPIRATION MITOCHONRIALE SUR FIBRES
PERMEABILISEES

La technigue des fibres musculaires perméabiliséiessaponine (KuznetsovAV,NatProtoc,
2008) permet d’étudier les propriétés fonctionrgelte I'ensemble de la population des
mitochondries in situ. Il s’agit d’une techniquelisée en routine dans notre laboratoire,
décrite dans les publications et les théeses daiipéqEA 3072. Elle est détaillée dans

I’ Annexe 1

|.4. DOSAGE DE L'ACTIVITE DE LA CITRATE-SYNTHASE

Principe : La citrate-synthase est une enzyme du cycle dbXgei forme du citrate a partir
de I'oxaloacétate et de I'acétylCoA. Le CoA rédisitmé lors de la réaction réagit avec le
DTNB (5,5'- Dithio-bis(2 nitrobenzoic acid)) pour odner du TNB qui absorbe
spécifiguement a 412 nm. L’activité de la citrayathase est donc mesurée en suivant
'augmentation de I'absorbance a 412 nm.

Méthode :50 mg de muscle congelé sont homogénéisés paadmogt mélangés a une
solution tampon d’homogénéisation contenant 5mM HBEP1mM EGTA (éthyléne glycol
bis (2-aminoethyl) — tetraacetic acid) et 1mM DTitl{iothreitol).

Le mélange ainsi obtenu est supplémenté avec donTx-100 a 0,1% et mis en incubateur
sur glace pendant 60 minutes en vortexant touted3eminutes, afin d’obtenir I'extraction
enzymatique compléte. Aprés 5 minutes de centrfoigaa 3000 rpm, le surnageant est
prélevé et conservé a -80° jusqu'a l'utilisatioradtivité de la citrate-synthase est déterminée
par spectrophotométrie (Biomate, Thermo Scienfiic12 nm et température de 30°. Dans

la micro-cuve de 1 ml du spectrophotometre sontitég 10 ul d’échantillon et 0,94 ml de
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tampon préparé le jour méme, contenant : 0,2mM DB pH 8, 0,3 mM acétyl CoA et de
l'eau. La lecture se fait pendant 4 minutes, apaéecture de la ligne de base (blanc). La
réaction est déclenchée par le rajout dans la devEOul d’acide oxalo-acétiqgue 10 mM.
L’activité spécifique est calculée apres soustoactie I'activité de base en nmoles/min/mg de

protéines.

I.5. DOSAGE DE LA PROTEINE PGCel

La détermination de la concentration de la prot@®iG&£-1 a eté effectuée dans le VD, le VG
et le muscle gastrocnémien par 'Enzyme-Linked lmosorbent assay (ELISA, USCN Life
Science Inc, China).

Les fragments de muscle ont été réduits en poudreecau Sartorius (Mikrodismembrator,
Germany), homogénéisés et centrifugés 5 minute80@ § dans du PBS (0.02M/ pH~7.0-
7.2). La concentration de protéines, par BioRademoassay en utilisant la BSA (albumine
sérique bovine) comme standard, a été déterminée lasurnageant qui a été ensuite
aliguoté et conservé a —80°C jusqu'a l'utilisatik quantité de protéine dans chaque
échantillon était de 15ug. La concentration deG&Pla (ng/g de protéine) a été déterminée
dans chaque échantillon et comparée avec une cetabgard. Finalement, les valeurs ont été

exprimeées en ratio de la quantité de PG(xar mg de protéine.

1.6. g-RT-PCR QUANTITATIVE

Cette technique permet I'amplification de la séaqeed’ADN cible et la quantification de
lamplicon formé grace a lutilisation d’'une sondwiorescente: le SYBR green. Ce
fluorochrome a la propriété de s’incorporer danpdgt sillon de 'ADN double brin et n’est
fluorescent que sous cette forme. Au cours de charycle d’amplification, lors de
I'élongation, la quantité de fluorochrome fixé ADN augmente ce qui se traduit par une
augmentation de la fluorescence mesurée en filnague cycle.

L’augmentation de la fluorescence détectée pampecteofluorimétre, sera proportionnelle a
la quantité d’ADN double brin synthétisé.

Par cette méthode a été déterminé le niveau d’'ssiore de SIRT1, PGCel NRFlet TFAmM,

ainsi que de la citrate-synthase. La descriptmtadnéthode est dansaitinexe 2.
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2°™ ETUDE : EFFETS DE L'ENTRAINEMENT EN MODALITE EXCENTRIQUE
SUR LA TOLERANCE HEMODYNAMIQUE, LA SURVIE ET LA BIO GENESE
MITOCHONDRIALE DANS L’'HYPERTENSION PULMONAIRE INDUI TE PAR LA
MONOCROTALINE

[I.1. PROTOCOLE EXPERIMENTALf{gure 18)

Le modele animal utilisé a été aussi le rat morntatire, mais une dose de 40 mg/kg a été
injectée, en sous-cutané. Cette étude a été realisel0 rats répartis en 4 groupes : un groupe
témoin sédentaire (CLsed, n=7), un groupe témoitrta® (ClLecc, n=7), un groupe
monocrotaline sédentaire (MTsed, n=13) et un granpeocrotaline entrainé (MTecc, n=13).
Les groupes témoins ont été injectés avec le méheme de solution saline que les rats

monocrotaline.

IﬂjEl:tiDr‘l Clex
/ \\ GClsed | |
Echo+wm ax Echio+m ax Echot/max+kT
+ MTex . s
: MT //
. \\ MTsed
Acclimatation | Ex | Ex | Ex | Ex |
10 25em Izem d=em asem BsEm

Figure 18 Protocole expérimental L'entrainement a débuté a 2 semaines apresdtinjeet a duré
4 semaines. CL - rats témoins ; MT - rats monotiretg Echo - échographie cardiaque yaV-
vitesse maximale lors d’une épreuve d’effort inceétale; KT — cathétérisme cardiaque
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Il.2. EPREUVE D’EFFORT INCREMENTALE

Afin de déterminer la vitesse de course imposéederl’entrainement, nous avons réalisé une
épreuve d’effort incrémentale sur tapis roulanjoler précédant le début d’entrainement. La
pente du tapis a été fixée a -15°. Aprés 3 mindiéshauffement a 20 cm/s, la vitesse du
tapis était augmentée toutes les 90 secondes den/H) La vitesse maximal®/ {,,) était la
vitesse plus élevée qui pouvait étre maintenue @¢u30 secondes. Les rats ont été stimulés a
I'exercice par des chocs électriques générés parguile métallique placée a l'arriere du
tapis. Le tapis était arrété si le rat arrivait lsugrille électrique 3 fois de suite. La vitesse d
course lors de I'entrainement a été établie a 58% ditesse maximale, ce qui correspond a
environ 65% de la V&ax mesurée en modalité excentrique (mesures réaliaes notre
laboratoire). Le test incrémental a été refait dtpancours de I'entrainement, c’est a dire
apres 14 jours et la vitesse de course d’entrainem@té ajustée afin de tenir compte des
modifications deVnax et de poursuivre a 50% deVaaxréelle. Un dernier test a été effectué a

la fin des 4 semaines afin d’estimer le bénéficBalgrainement.

I1.3. ENTRAINEMENT EN MODALITE EXCENTRIQUE

Les rats ont réalisé un entrainement en modalitérgxque sur tapis roulant a 5 couloirs
(Panlab®, S.L, Barcelona, Spain). Apres l'injectdmmonocrotaline, les rats ont été habitués
a la course sur le tapis roulant tous les 2 jofigsie 19). Cette acclimatation consistait en
une course a plat pendant 5 minutes a une vitessEbdcm/s. L’entrainement a débuté 2
semaines apreés l'injection, en modalité excentrigmedescente), avec une pente du tapis de -
15° (figure 20). La durée de I'entrainement a été de 30 minates/p jours/semaine pendant
4 semaines. L’entrainement débutait par une pédashauffement de 3 minutes a 20 cm/s,
ensuite la vitesse du tapis était progressivemeagrinantée a une valeur correspondant a 50%
de la vitesse maximale de course déterminée lot®peeuve incrémentale. Cette vitesse a
été ajustée apres 2 semaines. Les tests incrémantatemplacé une séance d’entrainement.
Les rats sédentaires, monocrotaline et tétmoinsggalement été mis sur le tapis tous les 2

jours pendant 5 minutes, a une vitesse de 15 cm/s.
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Figure 19 Tapis roulant a 5 couloirs

Figure 20: Tapis roulant en mode concentrique pente (+158xeentrique (pente -
15°)

II.4. ECHOGRAPHIE CARDIAQUE

Un suivi échocardiographique a été réalisé avadehlut d’entrainement, donc a 2 semaines
apres l'injection (monocrotaline ou solution sajim¢ répété apres 2 semaines et a la fin de
I'entrainement. Les mesures échographiques tramstigoies (Agilent Technologies) ont été
réalisées sur des rats rasés et anesthésiés flaraise (Aerrane®, S.A.S Baxter) a 3,5 %
pour la linduction et maintenus ensuite a 2%, espiration spontanée. La durée d'un
examen a été en moyenne de 15 a 20 minutes.

Les voies parasternale grand-axe, petit-axe etgpant permis de recueillir des parametres
morphologiques et fonctionnels au niveau du coenit df du cceur gauche.

Les principaux parametres recueillis, moyennédrsig mesures, étaient :
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Pour le VD:
» diamétre du VD (mm, en 4 cavités), épaisseur geautai libre (mm, petit axe),
* remplissage ventriculaire par analyse du flux tmcsispidien (vélocité de I'onde E
en cm/s),

* un indice de fonction systolique : la mesure denpétude de I'excursion systolique

du plan de I'anneau tricuspide (TAPSE, en mm).

Pour 'hémodynamique pulmonaire :
» diamétre du tronc de l'artére pulmonaire (en mm),
» temps d’accélération du flux antérograde pulmonair®oppler pulsé (en ms),
* intégrale temps vitesse du flux antérograde pulnnerg Doppler pulsé (VITp, cm),
» vélocité du flux de régurgitation tricuspide (VI§uand c’était possible, cm/s) en
Doppler continu, permettant de calculer un gradiEnpression entre I'oreillette droite
(OD) et le VD par I'équation de Bernoulli simpliéé gradient VD-OD = 4 x VIT.

Pour le VG :
« diamétres télédiastolique et télésystolique (en Jméppisseurs pariétales (en mm),
fraction de raccourcissement (indice de foncticstaique),

* remplissage ventriculaire par analyse du flux tnaitsal (vélocité de I'onde E, en

cm/s).

Pour 'hémodynamique systémique :
« diamétre de l'aorte thoracique ascendante (D en,ratmalcul de la surface aortique
(SAo0 =n x D2/4)
e intégrale temps vitesse du flux antérograde aartepuDoppler pulsé (ITVAo en cm),
e calcul du débit cardiaque (Qc, ml/min) selon larfate :
Qc = Fc x ITVAo x SAo0,
ou Fc est la fréquence cardiague mesurée a partterdps séparant deux flux d’éjection

aortique (interval en ms).

[1.5. CATHETERISME CARDIAQUE DROIT ET GAUCHE
Apres 4 semaines d’entrainement, les rats ontn&stlaésiés par isoflurane a 3,5% et mélange

air et @ a 1 I/min dans une chambre d’induction. L’anedthé@sété ensuite maintenue par
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linhalation par masque facial d’'une concentratide 2,5% d’isoflurane, en respiration
spontanée. La durée de l'exploration a été en myeate 30 a 35 minutes. Les pressions
ventriculaires droites et gauches ont été mesyvaesathétérisme cardiaque, pratiqué par
voie jugulaire droite et voie carotidienne droipres la dénudation du vaisseau. Le
placement adéquat du cathéter était attesté paolebes de mesure dans les ventricules.
cathéter (NON-STERILE POLYETHYLENE TUBINGA-M Systems, Ingétait relié a une
chaine de pression. Les analyses ont été faiteB@aerlab en moyennant les valeurs sur au

moins 30 secondes, en période stable.

11.6. DOSAGE DE LA CREATINE KINASE

Le dosage de l'activité catalytique de la créatkirase sérique a été réalisé selon une
méthode enzymatique (Advid'1650, Siemerfs Bayer HealthCare). Les valeurs ont été
exprimées en U/l. Trois ml de sang ont été prélelads des tubes héparinés aprés une petite
incision a la queue de l'animal et immédiatementtrifigés. Les prélévements ont été
réalisés avant le début d’entrainement, 24 h ét d@res la premiére séance d’entrainement, a
2, 3 et 4 semaines d’entrainement, 24 h apreslz@gente séance. Ce dosage a été effectue

chez les rats malades et témoins entrainés.

[I.7. PRELEVEMENTS MUSCULAIRES

Apres la réalisation du cathétérisme cardiaquet dfanesthésie a été maintenue par
linhalation d’'une concentration disoflurane a 2%. Les prélevements musculaires
concernaient la partie superficielle du musclergasgmien (glycolytique), le muscle soléaire
(oxydatif), le muscle vaste intermédiaire (trésdatyf) ainsi que le cceur. Le VD et le VG +
septum ont été isolés et pesés, ainsi que le fdee goumon. Les muscles de la patte droite
ont été coupés en fragments et congelés dans d’diptide et conservés a -80°C pour
'analyse des ARNm de la biogénese mitochondriads. muscles de la patte gauche ont été
€galement congelés pour la réalisation des coupsldgiques, la mesure ultérieure de
l'activité de la citrate-synthase et le dosagealerbtéine PGC+. Les coupes musculaires
d’épaisseur de 10um pour analyse histologique t@ntaites au cryostat apres fixation par la
colle OCT®. Les coupes ont été placées sur des lames etreéase -20°C.

Tous les préléevements musculaires des rats erdraimeété réalisés 24h aprés la derniere

séance d’entrainement.
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I1.8. MESURE DE LA TAILLE DES FIBRES MUSCULAIRES

Elle a été réalisée sur coupes histologiques amksation par la méthode de coloration a
’hématoxyline-éosine. Les noyaux ont été coloréasbéeu et le cytoplasme en rose. La
coloration a été réalisée sur le muscle vaste niédraire. Des coupes au cryostat d’'une
épaisseur de 10n ont été réalisées, puis déshydratées pendantid(onr étre ensuite
placées dans une solution d'hématoxyline de Hpaimglant 5 min, puis dans 3 bains d'eau
distillée et 1 bain d'eau courante. Elles ont daséié placées dans une solution d'éosine Y
pendant 5 min, puis dans 5 bains d'alcool éthylignbydre a 100%. Les lames ont été
finalement placées dans 2 bains de solution dengyfgendant 5 min. Les coupes ont été
examinées sous un microscope optique avec un dhjgd (Nikon Eclipse E800). 6 a 8
images ont été obtenues et examinées par animalélimetre des fibres a été mesuré sur

chaque image a l'aide du logiciehage J

ANALYSE STATISTIQUE

Les résultats ont été exprimés en moyennes + estandard (SEM). La comparaison entre
les différents groupes a éteé réalisée en utilisaptanalyse de la variance (ANOVA) a deux
ou trois voies. Les différences entre groupes titlaralisées a I'aide du test post-hoc de
Newmann-Keuls. Les relations entre variables ost étblies a I'aide du coefficient de

corrélation de Pearson. Le seuil de significativiti&nu a été p<0,05.
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RESULTATS
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1°"® ETUDE: L’ALTERATION DE LA FONCTION MITOCHONDRIALE PRECEDE
CELLE DU VENTRICULE DROIT DANS L'HYPERTENSION PULMO NAIRE
INDUITE PAR LA MONOCROTALINE

1. PRESENTATION
Dans cette premiere étude notre objectif étaitateick I'évolution de la biogénése et des
capacités oxydatives mitochondriales dans 3 musédegentricule droit et gauche et le
muscle squelettique gastrocnémien, chez des ratsaeh I'hypertension pulmonaire a été
induite par la monocrotaline. Les questions étalémés altérations apparaissent-elles d’abord
au niveau du ventricule droit ? 2) s’installeneslprécocement, au stade d’hypertrophie
ventriculaire droite, ou plus tardivement, au stdidlesuffisance cardiaque ? 3) la biogénése

et la respiration mitochondriale sont-elles altéréans le ventricule gauche ?

2. PRINCIPAUX RESULTATS
Cette étude montre :

1. La diminution précoce, 2 semaines aprées l'injectermonocrotaline, de I'expression
ARNmM des genes impliqués dans la biogénese mitattade dans le muscle
squelettique gastrocnémien ;

2. 4 semaines aprés I'administration de monocrotalandiminution de ces facteurs
persiste dans le muscle gastrocnémien et appasait @ans le ventricule droit

3. A4 semaines, chez les rats au stade décompemigésdéisance cardiaque droite, les
altérations de I'expression ARNm dans ces 2 mustéeEsompagnent d'une
diminution du niveau protéique de PG@-tle I'activité de la citrate-synthase et de la
capacité oxydative mitochondriale

4. Le niveau d’expression ARNm des genes de la biagenatochondriale, ainsi que la
capacité oxydative du ventricule gauche ne sontrpatifiés, indifferemment de stade
de linsuffisance cardiaque droite, et ceci malgné diminution de l'activité de la

citrate-synthase au stade décompense.

Ces résultats font I'objet d’un article en révisgmumis aVlolecular and Cellular
Biochemistrypour publication :
Skeletal muscle mitochondrial dysfunction precedes right ventricular impairment in

experimental pulmonary hypertension
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Abstract (246 words):

Objective : We assessed the time courses of mitochondrial biogenesis factors and
respiration in the right ventricle (RV), gastrocnemius (GAS) and left ventricle (LV) in a
model of pulmonary-hypertensive rats.

Methods: Monocrotaline (MT) rats and controls were studied 2 and 4 weeks after
injection. Compensated and decompensated heart failure stages were defined
according to obvious congestion signs. mMRNA expression and protein level of
peroxisome proliferator activated receptor gamma co-activator 1a (PGC-1a), citrate
synthase (CS) mRNA and activity, and mitochondrial respiration were investigated. In
addition, mRNA expression of sirtuinl (SIRT1), nuclear respiratory factor 1 (NRF 1),
and mitochondrial transcription factor A (TFAm) were studied.

Results: As early as 2 weeks, the expression of the studied genes was decreased in
the MT GAS. At 4 weeks, the MT GAS and MT RV showed decreased mRNA levels
whatever the stage of disease, but PGC-1a protein and CS activity were significantly
reduced only at the decompensated stage. The functional result was a significant fall
in mitochondrial respiration at the decompensated stage in the RV and GAS. The
MRNA expression and mitochondrial respiration were not significantly modified in the
MT LV.

Conclusion : MT rats demonstrated an early decrease in expression of genes
involved in mitochondrial biogenesis in a skeletal muscle, whereas reduced protein
expression, and the resulting mitochondrial respiratory dysfunction appeared only in
rats with overt heart failure, in the GAS and RV. Dissociations between mRNA and

protein levels at the compensated stage deserve to be further studied.
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INTRODUCTION

Pulmonary hypertension (PH) is a condition characterized by vascular remodeling
and vasoconstriction, resulting in increased pulmonary vascular resistance and
subsequent right ventricular (RV) hypertrophy. This initial ventricular adaptive
response is followed by progressive contractile dysfunction and RV failure, defined by
the inability of the heart to supply sufficient blood flow to meet the needs of the body,

and leading to fluid retention and organs congestion.

Cardiac contractile activity requires high energy supply to cardiomyocytes.
Mitochondrial respiration, through oxidative phosphorylation, produces more than
90% of the energy consumed by the heart, and a strong relationship has been
described between cardiac oxygen consumption and cardiac work (19, 25). Energy
metabolism disorders, including reduced ATP production by the mitochondria, have
emerged as important factors contributing to left cardiac failure development (9, 27,
35). Downregulation of mitochondrial biogenesis is considered as one of the main
mechanisms leading to mitochondrial dysfunction, and restoring the transcriptional
activity of the main genes involved in energy metabolism, especially the peroxisome
proliferator activated receptor gamma co-activator 1a (PGC-1a), is regarded as a
potential therapeutic target in left heart failure (12, 22). Since most studies have been
performed in left-sided heart failure, little is known about mitochondrial ATP-
producing ability of the RV during the progression of right ventricular disease, which
is however distinguishable from the left one by its pathophysiology and prognosis (5).
In rats treated with monocrotaline, a model of PH, the mitochondrial oxygen
consumption rate of the RV has been found decreased, and inversely related with RV
function indexes (8). The dysregulation of genes controlling mitochondrial biogenesis
in the hypertrophied or the failing RV has not yet been investigated. Eventually,
nothing is known about the mitochondrial respiration and biogenesis in the LV of PH
rats or human, which however demonstrates histological as well as contractile
abnormalities (7, 17, 29).

Besides impairment of RV performance, the skeletal muscle dysfunction of PH
patients contributes to the decreased exercise capacity (2, 21, 28) and worsen the
patient’s prognosis (34). In experimental models and in patients (18), muscle atrophy,
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transition from slow oxidative to fast anaerobic fibres, reduced capillarity, and
decreased muscle oxidative capacities have been described (3, 30, 32). A model for
the regulation of mitochondrial biogenesis and of fibres phenotype has been
proposed with PGC-1a playing a central role (31).

Overall, mitochondrial respiration and biogenesis alterations play an important role in
PH progression but the chronology of events and the links between them in skeletal
and cardiac muscles has not been investigated. Especially, very few experiments
provided data from rats with compensated and rats with decompensated heart failure
from the same experimental series, data that may help understanding the transition
between these disease stages.

We designed this study to describe the time courses of mitochondrial biogenesis
alterations and muscle oxidative capacity in parallel in the RV, the LV and the
gastrocnemius of PH rats. We hypothesized that these factors will be impaired earlier
in the RV, which is submitted to pressure overload, than in the skeletal muscle and
the LV. Measurements were performed in monocrotaline-treated (MT) rats at two
weeks, early in the development of the disease, and at 4 weeks, in compensated and
decompensated heart failure rats.

METHODS

Animal model

Experiments were performed on adult male Wistar rats (Depré, Saint-Doulchard,
France) weighing 250 * 35g. Pulmonary hypertension was induced by a single intra-
peritoneal injection (60mg/kg body weight) of monocrotaline (Sigma Chemicals, St
Louis, MO, USA). Control rats were injected with the same volume of saline solution.
Animals were housed in a neutral temperature environment (22 = 2°C) on a 12-h
light-dark cycle, and received food and water ad libitum.

Experimental design

Animals were randomly assigned to one of the four studied groups: control and
monocrotaline-injected at 2 weeks (CL2 and MT2, respectively) and at 4 weeks (CL4
and MT4) after injection. All animals were observed for general appearance including

signs of respiratory distress and behavior. Decompensated right heart failure was
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defined as development of peritoneal and pleural effusions, hemorrhage lungs, and
severe distress respiratory signs. Treated-animals which showed these signs at 4
weeks after MT injection were included in the decompensated sub-group (MT4d).
Rats which did not developed signs of decompensation 4 weeks after monocrotaline
injection were included in the compensated group (MT4c).

At appropriate timings, the animals were anaesthetised with isoflurane (3,5% in 1:1
O/air mix) and the superficial parts of glycolytic gastrocnemius muscles (GAS), the
RV and the LV were isolated and weighed. The rats were euthanized by
exsanguination (under isoflurane). The ratio of right ventricle weight on the left
ventricle plus septum weight (RV/LV+septum) was used as an index of RV
hypertrophy and of pulmonary hypertension severity. Left muscle GAS was
immediately used for mitochondrial respiration (see below) and right muscle GAS
was rapidly frozen at —80° for g-RT-PCR (see below).

Procedures were conducted in accordance with the US National Institutes of Health
guidelines and approved by the Ethics Committee of the University of Strasbourg
(Reference number: AL/02/13/07/09).

Quantitative Real Time Polymerase Chain Reaction (g -RT-PCR)

Quantification of gene expression of peroxisome proliferator activated receptor
gamma co-activator la (PGC-l1la), citrate synthase, sirtuinl (SIRT1), nuclear
respiratory factor 1 (NRF1), and mitochondrial transcription factor A (TFAm) were
performed. Total RNA was obtained from muscles using Trizol reagent™ (Invitrogen
Life Technologies, Rockville, MD, USA), as previously described [23] and following
manufacturer indications. RNA was stored at —70°C until to the reverse transcription
reaction being performed. cDNA was synthetized from total RNA (2ug) with the
SuperScript First-Strand Synthesis System (Invitrogen) and random hexamer
primers. To perform the real time PCR reaction, 2.5uL of cDNA was used in a final
volume of 8uL, containing 10 uM of each primer (sense and antisense), and SYBR
green (Invitrogen Life Technologies, Rockville, MD, USA) as fluorescent dye and
H,O. The real-time PCR measurement of individual cDNAs was performed in
triplicate using SYBR green dye to measure duplex DNA formation with the
LightCycler System (Roche Diagnostics, Meylan, France). The sequences of the
primers were designed using information contained in the public database GeneBank

of the National Center for Biotechnology Information (NCBI). The sequences of the
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primer sets used are listed on Table 1. Quantification of gene expression was carried
out by the method described by (16) using glucocerebroside (GCB) gene as inner
control, which is the most stable gene for real time RT-PCR measurements in
muscles. Amplification efficiency of each sample was calculated as described by
(23).

Relative mRNA levels were calculated using the AACT method between CL2 and
MT2 groups and between CL4 and MT4 groups (15).

PGC-1la immunoassay.

The quantitative determination of rat PGC-1a concentration in muscles extracts was
assayed by Enzyme-Linked Immunosorbent assay (ELISA, USCN Life Science Inc,
China). Tissue assay procedure was carried out following the manufacturers
instructions. Briefly, the RV, LV and GAS muscles were pulverized using Sartorius
(Mikrodismembor, Germany), homogenized and then centrifuged 5 minutes at 5,000g
in ice-cold PBS (0.02M/ pH ~7.0-7.2).The supernatant was removed and the protein
content determined by BioRad protein assay using BSA as standard. The
supernatants were then stored at -80°C until used. The amount of protein in each
well was 15ug for PGC-1a. The concentration of PGC-1a (hg/mg of protein) detected

in each sample was compared to their own standard curve.

Citrate synthase activity measurement

Frozen tissue samples were weighed, homogenized into ice-cold buffer (30g/ml)
containing (in mM) 5 HEPES, 1 EGTA, 5MgCI2, 1DTT, and Triton X-100 (0.1%), pH
8.7, and incubated for 60 min at 0°C to ensure complete enzyme extraction. Citrate
synthase activity was assessed by standard spectrophotometric methods as

previously described (9).

Muscle mitochondrial respiration

The relative contribution of the respiratory chain complexes I, Il and IV to the global
mitochondrial respiratory rate of the saponin-skinned fibers was evaluated as
previously described (35). Measurements of oxygen consumption were perfomed at
22,1°C using a Clark-type electrode (Strathkelvin Instruments, Glasgow, UK).

The substrates used in the respiration experiments were glutamate (5 mmol/L) and

malate (2 mmol/L) which are substrates for the complex I. Maximal respiration (Vmax)
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evaluated the functionality of complexes I, lll and IV. Complex | was blocked with
amital (0.02 mmol/L) and complex Il was then stimulated with succinate (25 mmol/L).
The complex II, 1ll and IV activities were measured in these conditions (Vsuc). The
functionality of complex IV (Vrmpoase)y Was determined by adding ascorbate
(0.5mmol/L) and N ,N ,N’ ,N’-tetramethyl-p-phenylenediamine (TMPD, 0.5 mmol/L)
which are artificial electron donors to complex IV. Two measurements were made for
each muscle.

After the experiments, fibers were harvested and dried for 15 minutes at 150°C, and

the respiration rates were expressed as umol O,/min/g dry weight.

Statistics
Data are expressed as mean * standard error mean. Data were analyzed using two-
way ANOVA followed by Neuman-Keuls post hoc test. Values of p < 0.05 were

considered as significant.

RESULTS

Animal model characteristics

At 2 and 4 weeks, 15 and 12 MT rats were studied, respectively. At 4 weeks, 7 rats
had compensated disease (MT4c sub-group) and 5 showed signs of decompensated
heart failure (MT4d sub-group). Eleven and 10 control rats were studied at 2 and 4
weeks, respectively.

The time course of changes in body, right and left ventricle weights of the rats are
shown in Table 2. The weight gain of the MT rats was lower than that of the CL at 2
and 4 weeks, and this, despite the presence of pleural effusion and ascites in MT4d.
The RV weight, RV/body mass ratio, and RV/LV+septum ratio were higher in MT2
and MT4c compared to their respective controls and more pronounced in MT4d.

Factors associated with mitochondrial biogenesis an d function

At 2 weeks, lower mRNA expressions of SIRT1, PGC-1a, NRF1, TFAm (Figure 1)
and citrate synthase (Figure 2) was observed only in the GAS. PGC-1a protein level
as well as citrate synthase activity did not differ in the GAS, RV and LV between CL2
and MT2 (Figure 3 and Figure 4).
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At 4 weeks, compared to CL4, we found that mMRNA expression of SIRT1, PGC-1la
and citrate synthase were decreased in the GAS and RV of MT4c rats while TFAm
was decreased only in the GAS. These changes in mRNA expression in MT4c were
not associated with a significant change in PGC-1 protein level and citrate synthase
activity in the GAS and the RV. In the LV, no difference between CL4 and MT4c
MRNA and protein level or activity was observed. At 4 weeks, in MT4d rats, mRNA
expression of SIRT1, PGC-1a, TFAm and citrate synthase were decreased in both
GAS and RV while NRF1 fell only in the GAS. In the LV, no difference between CL4,
MT4c and MT4d mRNA expression was observed. PGC-1a protein level was lower in
MT4d compared to MT4c in all three muscle types. Citrate synthase activity was
lower in MT4d compared to CL4 in RV, GAS and LV.

Mitochondrial respiratory chain complex activity

At 2 weeks , mitochondrial respiration was similar in CL and MT for the GAS, RV and
LV (Figure 5).

At 4 weeks , in the GAS, the maximal mitochondrial respiration (Vimax) Was decreased
in MT4d compared to CL4. The RV Vpnax Was significantly lower at 4 weeks in MT4d
than in MT4c and CL4. The RV Complex IV mitochondrial respiration (Vtmpprasc) Was
reduced in MT4d compared to CL4. Mitochondrial respiration was not significantly
different in LV of CL4, MT4c and MT4d.
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DISCUSSION

This study provided data on the time course of mitochondrial biogenesis and
respiration, evaluated concomitantly in right and left ventricles and skeletal muscle in
a well-characterized model of PH. The results showed that (1) reduction of SIRT1,
PGC-1a, NRF1, TFAmM and citrate-synthase mRNA transcripts appeared early, at 2
weeks, in the GAS. (2) At 4 weeks, the GAS and RV of rats with compensated heart
failure showed decreased mRNA expression for these factors. (3) These GAS and
RV mRNA changes were associated with reduced citrate synthase activity and PGC-
la protein level, and with a decreased mitochondrial oxidative capacity in rats with
overt right ventricular failure only (4) The LV mRNA expression of these genes and

LV oxidative capacity were not significantly altered, whatever the stage of disease.

Mitochondrial alterations at 2 weeks

The only alteration we observed at 2 weeks in MT rats was a decreased transcription
of genes implicated in mitochondrial biogenesis and function in the GAS. Glycolytic
muscles show usually larger changes than oxidative muscles in heart failure. This
abnormalities include pronounced apoptosis and atrophy, inhibition of muscle protein
synthesis, and impaired mitochondrial function and are reported at an advanced
stage (3, 18, 32-34). In this series, we report tiny but very early alterations in a
glycolytic muscle.

By contrast with the GAS, no changes were observed in the RV. At 2 weeks, the MT
rats were free of heart failure signs but showed slowdown of weight gain and slightly
increased RV weight/ body weight ratio, indicating progression of PH. Since the RV is
directly affected by pressure overload, abnormalities could be expected to develop
earlier in the RV than in a skeletal muscle. The reason why mitochondrial biogenesis
of skeletal muscles is impaired earlier than that of the myocardium remains to be
determined. The myocardium, which is a vital tissue, may have better protection
mechanisms. On the other hand, the goal may be the protection of the skeletal
muscle itself. Indeed, it has been hypothesized that fiber atrophy and reduced
mitochondrial volume density may help protecting against the development of low
intracellular oxygen pressure in PH (34). The mechanisms leading to alterations of
mitochondrial biogenesis in skeletal muscles of MT rats have been described only in

advanced PH. The responsibility of MT toxicity beyond 2 weeks is unlikely (10, 34).
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PH is a systemic disease and the role of systemic factors is more likely. In the model
elaborated by Vescovo et al., PGC-1a has a central position and links inflammatory
and hormonal stimulations with mitochondrial biogenesis (31). Increased levels of
TNF alpha, interleukine 1, angiotensin Il, and noradrenaline lower PGC-1a through
MAP kinase. In another potential signaling cascade, resistance to growth hormone

also leads to low PGC-1a expression.

Mitochondrial alterations at 4 weeks

At a compensated stage of right heart failure, the GAS and RV of MT rats showed
reduced SIRT1, PGC-1a and citrate-synthase mRNA transcripts. Citrate synthase
activity, PGC-1a protein level and mitochondrial respiration were not altered. This
suggests that efficient post-transcriptional mechanisms or decreased degradation of
the mitochondrial proteins and enzymes allowed preserving the respiratory chain
complexes synthesis and/or activity during the compensated heart failure period.
Another hypothesis may be that mRNA production level, even though lowered,
remained sufficient to maintain mitochondrial proteins synthesis. Interestingly, in a
recent study performed in human failing LV, the PGC-la protein level was
significantly increased whereas mRNA level was unchanged (14), suggesting as well
that post-transcriptional mechanisms maybe playing a role. In contrast, in keeping
with the concept of a link between altered mitochondrial function and cardiac pump
failure, we found concomitant reductions in mRNA level, PGC-1a protein level, citrate
synthase activity and mitochondrial respiration in the RV of rats with overt heart
failure. Similar mitochondrial abnormalities were found in the GAS at the same time.
These last results extend those showing a reduction of mitochondrial respiration due

to oxygen utilization. (3).

At 4 weeks, the transition from a compensated to a decompensated heart failure
stage can occur rapidly in the MT model we used, and the decompensated stage is
very quickly followed by the death of the animal. As a result, very few experiments
provided data on both stages achieved in animals from the same series, as done in
this study. We found that patterns of mRNA expression, protein level and
mitochondrial respiration differed according to the stage of the disease. Studying the

mechanisms leading to the dissociation between transcriptional activity and
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maintenance of protein level may help understanding the transition to overt heart
failure.

Results obtained in the LV contrast with those observed in the RV and GAS. Even
though the LV is not affected by pressure overload in PH, an intrinsic left ventricular
myocardiopathy has been described (1, 7, 29) and attributed to PH-induced
neurohumoral activation (7, 17, 29). In our experiment, we did not find any significant
changes in expression of genes implicated mitochondrial biogenesis, whatever the
stage of disease. Our findings are consistent with those of a study of the myocardium
proteome showing a significant decrease in several proteins involved in the synthesis
of ATP in the RV, but not in the LV of MT rats. Rather, the LV showed an increase in
a few proteins contributing to ATP synthesis (ATP synthase alpha chain, acetyl-
coenzyme A dehydrogenase) (26). In our MT rats with overt heart failure, the
decrease in the LV mitochondrial oxidative capacity was small compared to that of
the RV and GAS (15% vs ~30%) and did not reach significance, even at the
decompensated stage of the disease. This contrasts with the decrease in citrate
synthase activity observed in the LV of our MT4d rats. However, it has been shown
that citrate synthase activity is not a limiting factor for mitochondrial respiration (4).
Moreover, supporting our results, a study reported neither increase in oxidative stress
nor changes in the activity of the respiratory chain complex Il of the LV in overt RV
failure (24). Taken together, these results suggest that, compared to skeletal
muscles, which are also exposed to systemic inflammation and neurohumoral
activation, the LV is able to better preserve mitochondrial activities till an advanced
stage of the disease. This may be explained by the intrinsic characteristics of the
cardiac muscle, which may have better defenses against aggressions than the
skeletal muscle (6). The role of deconditioning on skeletal muscle is likely not
preeminent, since disease-specific muscle metabolic alterations have been described
in animal models and in the vastus lateralis of heart failure patients (20).

In conclusion, this study showed that the magnitude and time course of the
mitochondrial activity and biogenesis alterations differ greatly according to the muscle
phenotype in PH rats. The earliest alterations occurred in a skeletal muscle, and not
in the RV. A concomitant decrease in mRNA expression, protein levels, and
mitochondrial respiration characterized overt heart failure, whereas dissociations

between changes in mRNA expression and protein levels were found at the
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compensated stage of the disease. Taking into account these time-related alterations
should help elaborating treatments aimed at maintaining cardiac and skeletal muscle
function in PH.

Conflict of interests: none
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Table 1

Primer Sequences Used for Quantitative Real-Time PC R Amplification.

Target gene Forward primer 5'  --------- >3 Accession number
Reverse primer 5' --------- >3'
SIRT1 AGCATCACACGCAAGCTCTA NM 001107627
GTGCCAATCATGAGGTGTTG
PGC-1a CACCAAACCCACAGAGAACAG NM 031347
GCAGTTCCAGAGAGTTCCACA
NRF1 GGCCCTTAACAGTGAAGCTG NM 001100708
CATCTGGGCCATTAGCATCT
TFAmM GAAAGCACAAATCAAGAGGAG NM 031326
CTGCTTTTCATCATGAGACAG
Citrate TATGGCATGACGGAGATGAA DQ 403126
synthase CATGGACTTGGGCCTTTCTA
GCB GCACAACTTCAGCCTCCCAGA BC 166732

CTTCCCATTCACCGCTCCATT

SIRT1: sirtuin 1; PGC-1a: peroxisome proliferators-activated receptor gamma co-
activator 1a; NRF1: nuclear respiratory factor 1; TFAm: mitochondrial transcription

factor A; GCB: glucocerebroside gene
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Table 2

Anatomic parameters of control and monocrotaline ra ts
CL2 MT2 CL4 MT4c MT4d
N 11 15 10 7 5
Weight gain, g 90.45+5.27  60.0 +4.95%* 132.20+10.34 73.86+ 18.65* 58.40 +21.76*

RV, g 0.16 £ 0.01 0.18 £ 0.01* 0.18+ 0.01  0.24+0.02** 0.39 + 0.02***§

LV+S, g 0.61+0.01 0.60 + 0.03 0.68 + 0.02 0.68£0.04 0.60%0.03
RV/LV+S, glg 0.26 £ 0.01 0.31 % 0.02* 0.26 + 0.02 0.36 £0.04*  0.65 +0.06***§
RV/body mass, mg/g 0.51+0.03 0.63 % 0.04* 046+ 0.02  0.71+£0.05* 1.22 +0.07**§

LV+S/body mass, mg/g 1.96 +0.03 2.03+0.05 1.77 + 0.03 1.99+0.13  1.91+0.12

n: number of rats. CL2 and CL4, controls at 2 and 4 weeks, respectively; MT2:

monocrotaline rats at 2 weeks; MT4c and MT4d, monocrotaline rats with

compensated and decompensated disease, respectively; RV: right ventricle; LV: left

ventricle; S: septum. Results were expressed as mean + SEM.

* P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001 vs CL;

§ P<0.001 vs MT4c
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Figure legends

Figure 1

Relative mRNA expression level of sirtuinl (SIRT1), peroxisome proliferators-
activated receptor gamma co-activator 1la (PGC-1a), nuclear respiratory factor 1
(NRF1) and mitochondrial transcription factor A (TFAm) in the gastrocnemius (GAS),
right ventricle (RV), and left ventricle (LV)

CL: control rats; MT: monocrotaline rats; MTc and MT4d: monocrotaline rats with

compensated and decompensated disease, respectively. Results were expressed as

mean = SEM.

*P<0.05, **P<0.01, MT vs CL

Figure 2

Relative mRNA expression level of citrate synthase in the gastrocnemius (GAS), right
ventricle (RV), and left ventricle (LV)

CL: control rats; MT: monocrotaline rats; MTc and MT4d: monocrotaline rats with

compensated and decompensated disease, respectively. Results were expressed as

mean = SEM.

*P<0.05, MT vs CL

Figure 3

PGC-1a protein level in the gastrocnemius (GAS), right ventricle (RV), and left

ventricle (LV)
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CL: control rats; MT: monocrotaline rats; MTc and MT4d: monocrotaline rats with

compensated and decompensated disease, respectively. Results were expressed as

mean + SEM

*P<0.05, MTd vs CL: P<0.05, MTd vs MTc

Figure 4

Citrate synthase activity in the gastrocnemius (GAS), right ventricle (RV), and left
ventricle (LV)

CL: control rats; MT: monocrotaline rats; MTc and MT4d: monocrotaline rats with

compensated and decompensated disease, respectively. Results were expressed as

mean +* SEM

*P<0.05, MTd vs CL

Figure 5

Mitochondrial oxygen consumption rate measured with glutamate/malate/ADP (Vmax),
succinate (Vsucc), and ascorbate/TMPD (Vtwpprasc) @s substrate, in skinned fibres of
gastrocnemius (GAS), right ventricle (RV), and left ventricle (LV)

CL: control rats; MT: monocrotaline rats; MTc and MT4d: monocrotaline rats with

compensated and decompensated disease, respectively. Results were expressed as

mean +* SEM

* P<0.05, MTd vs CL at 4 weeks; **P<0.01, MTd vs CL at 4 weeks;

8p<0.01, MTd vs MTc at 4 weeks
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Figure 2
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Figure 4
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Figure 5
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2°™ ETUDE: EFFETS DE L'ENTRAINEMENT EN MODALITE EXCENTRIQUE
SUR LA TOLERANCE HEMODYNAMIQUE, LA SURVIE ET LA BIO GENESE
MITOCHONDRIALE DANS L’'HYPERTENSION PULMONAIRE INDUI TE PAR LA
MONOCROTALINE

1. PRESENTATION
L’objectif de cette deuxiéme série expérimentaétéad’étudier si I'entrainement en modalité
excentrique des rats chez qui nous avons induithypertension artérielle pulmonaire par la
monocrotaline n’était pas délétéere en termes déeset de parametres hémodynamiques et

s’il pouvait avoir un effet bénéfique sur la foroectimusculaire.

2. RESULTATS

Les résultats de cette étude feront I'objet d’unansission pour publication, et ils seront
présentés sous forme de posteEauopean Respiratory Society Annual Congrés¥ienne,
le 4 septembre 2012
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Parametres morphologiques et survie

Le poids des rats CLsed et CLecc a augmenté psigeesent pendant les six semaines
apres l'injection, mais cette augmentation a éténmamportante chez les rats témoins
entrainés (CLecc vs. CLsed, p< 0,0&8)(eau 3. Par contre, le poids des rats monocrotaline
était moindre par rapport aux rats témoins (p<0Q,8&hs différence significative entre les
groupes MTsed et MTecc. L'évolution du poids enrpeatage du poids initial est montrée
dans lafigure 22A.

Trois rats dans le groupe MTecc (23%) et 2 damggdape MTsed (15%) sont morts entre 3 et
5 semaines apres l'injection de monocrotalfigufe 21). La mortalité dans le groupe MTecc
n'était pas différente de celle dans le groupe MTse

Les rats MT ont montré un degré important d’hymgitie du VD 6 semaines apres
l'injection, indiqué par 'augmentation de I'indede Fulton (VD/VG+septum) et du rapport
VD/poids du corps, qui figurent dans tableau 3 Le rapport VD/poids corporel était
significativement plus important dans le groupe Ndear rapport au groupe MTsed
(p<0,05), mais pas I'index de Fulton.

Le poids du poumon est aussi un indicateur devéri&é de I'hypertension pulmonaire et il a
été démontré que I'augmentation de ce paramétrerngdes dans le modéle rat-monocrotaline
n'‘est pas due a l'cedeme pulmonaire, mais au remgeelvasculaire pulmonaire
(BuermansHPJ, 2005). Effectivement, tant le rapportls du poumon/poids corporel que le
ratio poids sec/poids humide du poumon étaieneélehez les rats monocrotaline par rapport
aux rats téemoins.

Si le poids du VG+septum était comparable dangliié&rents groupes, la normalisation par
le poids corporel montrait des valeurs significatnent plus élevées chez les rats MTecc en

comparant avec les rats MTsed (p<0,01) et aveatsegémoins, entrainés ou non (p<0,01).
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ClLsed ClLecc MTsed MTecc
n 7 7 11 10
Weight gain, g 202.6 +19.1 164.0 +11.1° 149.5 £5.0* 126.4 +15.87*
RV, g 0.17 £0.01 0.18 £0.02 0.29 £0.01** 0.31 £ 0.02**
LV+S, g 0.70 £0.03 0.66 +0.03 0.67 £ 0.02 0.69 £ 0.03

RV/LV+S, g/g 0.24 £0.01 0.27 £0.02 0.44 + 0.02*** 0.46 £ 0.03***
RV/body mass, mg/g 0.41 +0.02 0.48 £0.05 0.77 £ 0.04*** 0.88 +0.07**+

LV/body mass, mg/g 1.67 +0.03 1.77 +0.08 1.76+0.04 1.93+0.04%+%

Wet lung/body mass, mg/g 3.92+0.35 3.79+0.12 4.60 + 0.20** 5.05 +0.20**
Dry/wet lung, g/g 0.32 £0.02 0.33+0.03 0.39 £ 0.03*** 0.42 £0.01***

Tableau 3: Parameétres morphologiques des animaux des gro@medns sédentaires (CLsed, n=7)
et entrainés (CLecc, n=7) et monocrotaline, séitest@MTsed, n=11) et entrainés (MTecc, n=10).

Valeurs exprimées en moyenne + SEM.
Différence significative : CL vs. MT; **p<0,01 ; *p<0,001

Différence significative : CLecc vs. CLsep<0,05
Différence significative : MTecc vs .MTseth<0,05
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Survival Analysis
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Figure 21: Courbe de Kaplan-Meyer, qui montre l'effet de la nmecrotaline et de
I'entrainement sur la survie des animaux pendan lsemaines d’observation.
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Figure 22 : A. Evolution du poids exprimé en pourcentage dealauwr initiale au moment de
l'injection chez les rats témoins sédentaires (@)set entrainés (CLexc) et chez les rats
monocrotaline, sédentaires (MTsed) et entrainése@d)l B. V.« déterminées avant (2w) et
lors de I'entrainement (4w et 6w)

Différence significative : CL vs. MT, **p<0,01 ; *»<0,001

Différence significative : CLecc vs. CLseth<0,05

Différence significative : MTecc vs. MTséd<0,05
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Test incrémental

Les Vimax €xprimées en pourcentage de la valeur initialé¢ 8lustrées dans léigure 22B.
Comme il était attendu, les performances des ratadas, similaires a celles des rats témoins
a 2 semaines (78,8 = 3,0 cm/s, tous MT vs. 79,26xck/s, tous CL, ns) étaient diminuées
par rapport aux rats témoins a 4 et 6 semaines P& Nous avons aussi observé un effet
de I'entrainement puisque dans le groupe des éatsihs ainsi que dans le groupe des rats
monocrotaline, les ¥ax des animaux entrainés, enregistrées a la fin @é64emaines, sont
Supérieures aux ix des rats sédentaires respectifs (ChesiCLsed, et MTecosMTsed, p<
0,05).

Tous les animaux du groupe CLecc, mais seuleméntdgroupe CLsed ont réalisé toutes les
épreuves incréementales. La ¥ des rats CLexc s’est améliorée de + 9 % par ragplar Vinax
initiale (84 = 3 cm/s a 91 £ 5 cm/s, p<0,05). Laavdes rats témoins sédentaires est restée
stable a 72 cm/s £ 4 cm/s.

Dans le groupe MTecc, 9 rats ont réalisé tousdsts incrémentaux. La diminution de Ia.y¥
était de 11,5%, soit de 83 + 4 cm/s a 73 + 4 cngs @ rats du groupe MTsed ont effectué les
trois épreuves incrémentales et la diminution dé.lg était de 27% a 6 semaines (p<0,05).

Tous les rats entrainés ont réalisé toutes lexsgabentrainement prévues.

Dosage de la créatine kinase (CK)

Nous avons observé a 2 et 3 semaines d’entraineguentes CK des rats monocrotaline
étaient nettement plus élevées que les CK plasoestiges rats témoins (+88% et +99%,
respectivement, p<0,01). Par contre, nous n'avass qbservé de différence significative
entre les valeurs mesurées au cours de I'entraimeshda valeur obtenue avant la premiére
séance dans le groupe MTecc. Dans le groupe Clec€K mesurées a 2, 3 et 4 semaines,
24h aprés une séance d’entrainement, étaient pissed que les CK mesurées apres la
premiere séance d’entrainement (- 40%, -50% et ;4d8pectivement, p<0,05).

La figure 23 montre I'évolution des valeurs de CK déterminéassda groupe ClLecc et le

groupe MTecc.
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Figure 23 : Evolution de la créatine-kinase (CK) chez les gesugntrainés,
témoins (CLecc) et malades (MTecc). B : mesure talanpremiére séance
d’entrainement (T). day 2T et day 3T : mesures al@a®™ et la 3™ séance
d’entrainement ; 2wT, 3wT et 4wT : mesures réadis@e?2, 3 et 4 semaines
d’entrainement

Différence significative : MTecc vs. CLecc a 2 es@maines d’entrainement,
**p<0,01 ‘
Différence significative CLecc a 2,3 et 4 semainss CLecc avant la®2°
séance d’entrainemerip<0,05

Echographie cardiaque

La fréquence cardiaque (FC) relevée lors de I'écuiye chez les rats anesthésiés a varié
dans les groupes monocrotaline entre 982t 4™ ou la 6™ semaine aprés l'injection
(p<0,01). Dans le groupe MTecc, la diminution dé-G avec le temps était plus importante
gue dans le groupe sédentaire (p<0,05). Chez tgegémoins entrainés, la FC a diminué, la
valeur relevée avant étant significativement pliesée que celle de la fin de I'entrainement
(p<0,05). Cette baisse de la FC dans le groupe €kaggere un effet de I'entrainement
(Figure 24).
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Figure 24 : La frequence cardiaque mesurée en échograpaig®
(2w), la 4™ (4w) et la 6™ (6w) semaine aprés l'injection, dans les
groupes témoins, sédentaires (CLsed) et entrafdésce), et les
groupes monocrotaline, sédentaires (MTsed) etieésdMTecc).
Différence significative : CLecc 6w vs. CLecc 2w<0,05 ;

Différence significative : MT 4w et 6w vs. MT 2Wp<0,01 ;
Différence significative : MTecc 6w vs. MTecc 4p<0,05

L’entrainement n’a pas eu d’effet significatif $as parametres échographiques autres que la
FC, ni chez les rats témoins, ni chez les rats rrataline.

Il existait par contre des différences importardatre le groupe monocrotaline et le groupe
témoin. Deux semaines apres linjection, I'épaissele la paroi libre du VD était
significativement plus importante chez les rats aoootaline (0,73 + 0,02 mm), que chez les
rats témoins (0,63+ 0,01mm) (p<0,001, t-test).

4 et 6 semaines apres l'injection de monocrotaliogis avons observé:

- Un remodelage du VD : épaississement de la pdna, |dilatation du VD (majoration
du diametre télédiastolique du VD et du rapport VG) (p<0,001).

- Une altération fonctionnelle avec dégradation dehetion systolique (diminution du
TAPSE) (p<0,001)f{gures 25 et 26).

- Une élévation de la pression artérielle pulmonaite. pression systoliqgue a
éte calculée a partir de la vitesse de régurgitatio flux tricuspide quand il était
visualisé : a 4 semaines chez 10/11 rats MTsed1€t rats MTecc, et & 6 semaines
chez seulement 5/11 rats MTsed et chez 4/10 ratscMTLes valeurs des pressions
étaient beaucoup plus importantes dans le groupech|T 4 semaines (90 + 7 vs 70 +
4 mmHg dans le groupe MTecc et le groupe MTseghes/ement, p<0,001) et a 6
semaines (93 = 3 vs. 63 £ 4 mmHg chez les rats kl'B¢dVTsed, respectivement

p<0,001). La diminution du temps d’accélération ftlx antérograde pulmonaire
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(Tacc) dans les groupes monocrotaline (p<0,001)oigme d'une élévation des

pressions en aval et des résistances vasculairespaires figure 25)

Dans le groupe monocrotaline, I'hypertension pulaiana progressé a 14" semaine aprés
l'injection puisque tous ces parametres cités aayaent ont évolué défavorablement par
rapport aux valeurs de 1a®™ semaine (p<0,001). Apres cette aggravation imitides
parameétres échographiques, a f*6semaine la plupart des indices morphologiques et
fonctionnels du VD (sauf I'épaisseur de la parbrdidu VD) s’améliorent significativement
par rapport aux valeurs précédentes de®l¥ gdemaine (p<0,05), sans revenir aux valeurs

obtenues a 1a*?°semaine (p<0,001).
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Figure 25: Le Tacc (PAAT), I'épaisseur de la paroi libre ¥ (RV wall thickness), le rapport
VD/VG et le diametre télédiastolique du VD (RV EDBiesurés a la 2eme (2w), la 4éme (4w) et la
6eme (6w) semaine apres linjection, dans les greuigmoins, sédentaires (CLsed) et entrainés
(CLecc), et les groupes monocrotaline, sédentéil@sed) et entrainés (MTecc).

Différence significative : CL vs. MT, ***p<0,001

Différence significative : MT 4 et 6w vs MT 2#*p< 0,001

Différence significative : MT 6w vs. MT 4vip<0,05
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Figure 26: Le TAPSE mesuré a la 2éme (2w), la 4éme (4w) et
la 6eme (6w) semaine aprés linjection, dans lesupgs
témoins, sédentaires (CLsed) et entrainés (CLettds groupes
monocrotaline, sédentaires (MTsed) et entrainése@d)l
Différence significative : CL vs. MT, ***p<0,001

Différence significative : MT 4 et 6w vs MT 2#p< 0,001
Différence significative : MT 6w vs. MT 4vip<0,05

Ces modifications des paramétres du VD chez lssmainocrotaline ont été associées a une
diminution du débit cardiaque (Qc) normalisé papdeds corporel, a 4 et 6 semaines apres
I'injection, par rapport aux valeurs initiales (p801) figure 27). Cette diminution était
nettement plus importante que celle observé cleemts témoins (p<0,05).

L’atteinte morphologique et fonctionnelle dvG a été suggérée par la majoration de
I'épaisseur du septum et de la paroi libre, aing par la diminution du volume d’éjection a 4
semaines dans le groupe monocrotaline par rappagt@pe témoin (p<0,01). Cette atteinte
a été transitoire puisque a 2 et & 6 semaines aeBsmptres n'étaient pas différents et

comparables a ceux obtenus chez les rats ténfanse(27).
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Figure 27: Le débit cardiaque normalisé par le poids, leina d’éjection (SV), I'épaisseur

de la paroi libre (LV wall thickness) et I'épaissalu septum mesurés a la 2éme (2w), la
4éme (4w) et la 6eme (6w) semaine apres l'injectiams les groupes témoins, sédentaires
(CLsed) et entrainés (CLecc), et les groupes motalare, sédentaires (MTsed) et entrainés

(MTecc).

Différence significative CL vs. MT, **p<0,01 ; ***g0,001
Différence significative MT 4 et 6w vs MT 2%p< 0,001
Différence significative MT 6w vs. MT 4vp<0,01 ;**p<0,001

Cathétérisme cardiaque

Les pressions systoliques ventriculaires droitamiesurées 6 semaines apres l'injection de
monocrotaline étaient plus élevées chez les ralades que chez les rats témoins
(p<0,001){igure 28). Chez ces derniers les pressions systoliquesnétde 22 + 2 mmHg
dans les deux groupes, CLsed et CLecc. Nous n'gvamsrouvé de différence entre les
pressions systoliques chez les rats MTsed (42 mBlg) et les rats MTecc (36 = 4 mmHg).
Les pressions systémiquesystoliques et moyennes, étaient comparablesldamfférents
groupes.

Les frequences cardiaguesschelonnées d&09 a 354 battements/migtaient comparables

dans les différents groupes aprés anesthésie.
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Figure 28 : Les pressions systoliques ventriculaires drqiR¢SP)

mesurées lors du cathétérisme cardiaque

ClLsed : rats témoins sédentaires ; CLecc : rat®it&rentrainés ;
MTsed : rats monocrotaline sédentaires ; MTecaats

monocrotaline entrainés
Différence significative : MT vs. CL, ***p<0,001

Surface transversale des fibres musculaires du muscvaste intermédiaire

La surface transversale des fibres des rats MTigtérieure a celle des rats CL (p<0,05).
L’entrainement n'a eu d’effet sur la surface defidw®es, ni dans le groupe témoin, ni dans le
groupe malade (MTecc : 31 465 + 1 740, MTsed :@%H3 006, CLecc : 39 796 + 2 637,

Clsed : 40 863 + 4 497 unités arbitraires)
Biogénese mitochondriale

Vaste intermédiaire
Chez les rats témoins entrainés, le niveau d'esmesle PGC-d (p<0,01) et de TFAmM

(p<0,05) est augmenté par rapport aux témoins s&ides) mais aussi par rapport aux rats
monocrotaline, sédentaires et entrainés. On na@d¢aniance a I'augmentation du niveau
d’expression des ARNm de PGG-thez les rats MTecc par rapport aux rats MTsed. Pa
contre, le niveau d’expression de la citrate-sysgha@est pas modifié par I'entrainement ou

par la maladief(gures 29 et 30).
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Muscle gastrocnémien

Chez les rats monocrotaline, ainsi que chez lesGhécc, le niveau d’expression des ARNm
de TFAm était plus bas par rapport aux rats CLp&@,01). Les autres génes impliqués dans
la biogénese mitochondriale, ainsi que la citrgtgtsgase, n’ont pas montré de variations

significatives de leur expression ARNfig(res 31 et 32.

Ventricule droit
L’expression des ARNm dans le VD n’était modifigefdcon significative ni par

I'hypertension pulmonaire, ni par I'entrainemedigyres 33 et 34.
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Figure 29: Le niveau d’expression des ARNm de SIRT1, PGCNRF1 et TFAm dans le
muscle vaste intermédiaire.

ClLsed: rats témoins sédentaires; ClLecc: ratsoit@n entrainés; MTsed: rats
monocrotaline sédentaires ; MTecc : rats monatna entrainés

Différence significative : CLecc vs. MT,*p<0,05 ;

Différence significative : CLecc vs. CLsep<0,05 ;* p<0,01
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Figure 30: Le niveau d’expression des ARNm Hecitrate-synthase
dans le muscle vaste intermédiaire.

ClLsed : rats témoins sédentaires ; CLecc : ratitémentrainés ;
MTsed : rats monocrotaline sédentaires ; MTaats monocrotaline
entrainés
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Figure 31: Le niveau d’expression des ARNm de SIRT1, PGCNRF1 et TFAm dans le
muscle gastrocnémien

ClLsed : rats témoins sédentaires; ClLecc: ratsoitéan entrainés; MTsed : rats
monocrotaline sédentaires ; MTecc : rats monatna entrainés

Différence significative : CLsed vs MT, **p<0,01 ;

Différence significative : CLsed vs. CLec¢p<0,01
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Figure 32: Le niveau d’expression des ARNm de la citratetilsgse dans
le muscle gastrocnémien.

ClLsed : rats témoins sédentaires ; CLecc : ratsiténentrainés ; MTsed :
rats monocrotaline sédentaires ; MTecc : ratsaotaline entrainés
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Figure 33: Le niveau d’expression des ARNm de SIRT1, PGCNRF1 et TFAm dans le
ventricule droit

ClLsed : rats témoins sédentaires; ClLecc: ratsoitéan entrainés; MTsed : rats
monocrotaline sédentaires ; MTecc : rats monatina entrainés
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Figure 34: Le niveau d'expression des ARNm da citrate-

synthase dans le ventricule droit.

ClLsed : rats témoins sédentaires ; CLecc : ratgité&rentrainés ;
MTsed : rats monocrotaline sédentaires ; MTeccats

monocrotaline entrainés
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DISCUSSION

138



Les principaux objectifs de cette thése étaient, da un premier temps, de caractériser la

fonction et la biogénese mitochondriale dans les neicules droit et gauche et le muscle

squelettique, au cours de I'évolution de I'hypertesion pulmonaire induite chez le rat

par l'injection de monocrotaline.

Nous avons ainsi souhaité :

Savoir si les altérations de la capacité oxydaét@e la biogénese mitochondriale

apparaissent d’abord dans le VD, soumis a unegiasge élevée

Savoir si les modifications de ces processus sllesit au stade d’hypertrophie

ventriculaire droite ou seulement au stade décos®da l'insuffisance cardiaque

Savoir si d’éventuelles altérations de la fonctimitochondriale s’expriment aussi
dans le VG

Dans un deuxieme temps, ont été étudiés lintérétt dabsence d'effet délétere de

I'entrainement en modalité excentriqgue dans un modeé d’hypertension pulmonaire peu

évolutive, induite également chez le rat par la mascrotaline.

Nos guestions étaient :

1.

3.

L’entrainement en modalité excentrique est-il faisa dans le modéle rat-

monocrotaline ?

L’entrainement en modalité excentrique est-il bieréré du point de vue

hémodynamique dans ce modele ?

Quelles sont les conséquences de I'entrainemetd iwgénese mitochondriale ?

Cette modalité d’exercice pourrait étre une bonierrative ou un complément a

'entrainement en mode concentrique chez les qatigoorteurs d’hypertension

pulmonaire. Cette étude nous a permis de mieuxaitrerles réponses hémodynamiques

et musculaires induites par ce type d’exercice @ixicpie.
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1°® ETUDE: L’ALTERATION DE LA FONCTION MITOCHONDRIALE DU
MUSCLE SQUELETTIQUE PRECEDE CELLE DU VENTRICULE DRO IT DANS
L'HYPERTENSION PULMONAIRE INDUITE PAR LA MONOCROTAL INE

Cette étude est la premiére, a notre connaissans&tre intéressée a la biogénese et la
capacité oxydative mitochondriale au cours de lévon dans ce modele d’hypertension

pulmonaire, en paralléle dans le VD et le VG, aing dans le muscle squelettique du rat.

Nous avons constaté, 2 semaines aprés l'injectioe chonocrotaline :

- L'apparition de I'hypertrophie ventriculaire droitdémontrée par la majoration de
'index de Fultonet du rapporpoids VD/poids corporefen comparant aux animaux
témoins). Nous avons aussi constaté un ralentissedeelaprise du poidschez les
rats malades.

- La diminution du niveau éXxpression des ARNmes genes impliqués dans la
biogénése mitochondrialeainsi que dela citrate-synthase dans le muscle
gastrocnémienGAS). Cette diminution n’était pas accompagnée pardinenution
du niveau de protéine PGG-bu de l'activité de la citrate-synthase. La redjira
mitochondriale, mesurée sur les fibres perméabdiséestait aussi inchangée par
rapport a celle des animaux témoins

- Aucune modification des phénoménes étudiés n'aBservée a ce moment dans le
VD ou le VG

De fagon surprenante, malgré I'apparition de sigaypertrophie ventriculaire droite, le
muscle cardiaque ne montrait pas d’altérationsadeidgénése ou de la capacité oxydative
mitochondriale a ce stade précoce d’évolution. Qabarrait étre dd a une meilleure
protection antioxydantenyocardique par rapport au muscle squelettiquestiess oxydant
est un facteur stimulant de la biogénése mitochalajrs’il est produit en quantité adéquate
(« mitohormesis »), mais délétere s’il est prodant quantité excessive (256). Il n'est pas
exclu qu'a ce moment de I'évolution de I'’hypert@mspulmonaire, le stress oxydant diminue
le niveau de PGCelet des autres facteurs de la biogénése mitoctadadtans le muscle
glycolytique, ayant une défense anti-oxydante mdigeloppée. D’ailleurs, il a été suggérée
(124) dans ce modele que I'atrophie musculaire elirhinution de la densité mitochondriale
dans le muscle périphérique pourraient constitlemécanisme protecteur contre I'lhypoxie
intracellulaire Nous nous sommes proposé de compléter I'étudeapaesure en paralléle du

stress oxydant (par résonance paramagnétique éleicne) et de la capacité antioxydante
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du VD et du GAS grace a la détermination du contanglutathion et du niveau d’expression
d’enzymes comme la SOD1 et la SOD2. Ces mesusadiséss a des différents moments de
I'évolution, permettront de mieux comprendre leer@l stress oxydant dans I'apparition des

anomalies mitochondriales.

L'inflammation joue un rdle important dans l'initiation des adtiions morphologiques et
fonctionnelles du muscle squelettique dans ce regp@éhsi que dans l'insuffisance cardiague
gauche. LETNF- conduit a une diminution de I'expression et detliaté de PGC-d (120,
257) par I'activation de la voie MAPK et de la goe kinase Akt. Les conséquences sont le
déséquilibre entre les voies anaboliques, de sgathgrotéique, en faveur des voies
cataboliques, ainsi qu'une diminution de l'activi@zymatique oxydatived.a mesure de
TNF-« dans le GAS et dans le VD, ainsi que dans le @aserait intéressante a ce stade
précoce de I'évolution, puisque les études prédéder’intéressant a cet aspect ont été

réalisées au stade tardif de I'hypertension pulmm{258).

Enfin, le réle de la monocrotalinene peut pas étre totalement exclu, bien qu’it peu
probable. Sa concentration plasmatique 24 heunes djinjection sous-cutanée d’'une dose
de 60mg/kg est de 2 nmol/g (259), beaucoup trdgefaour avoir un effet systémique sur le
muscle squelettigue. Néanmoins, malgré sa reprimilitét et sa large utilisation, le modele
rat-monocrotaline est critiqué dernierement et tlésu modeles animaux d’hypertension
pulmonaire sont proposés, dont les modificationat@no-pathologiques vasculaires
semblent plus proches de celles observées deHalpgite humainell serait donc intéressant
d’étudier la chronologie des événements sur lesgqmelus nous sommes focalisés, dans

d’autres modeles animaux d’'HTAP.

Ces altérations précoces de I'expression des gdeea biogénese mitochondriale dans le

muscle squelettique ont-elles une traduction fomectelle ?

Dans une étude récente il est affirmé que le nivkactivité physique des rats monocrotaline

estimé par télémétrie n'est pas difféerent de cdks rats témoins jusqu’a 22 jours apres
l'injection (124). La mesure de la force musculate fibre isolée peut étre un des moyens
pour apprécier la fonction musculaire périphériduiétude de la fonction et du métabolisme

des protéines contractiles comme la myosine pdiétia intéressante, puisque il a été montré
gue dans l'insuffisance cardiaque chez 'hommaeisgte une diminution sélective des chaines

lourdes de myosine et des ponts actine-myosints §t.ti4).
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Quatre semainesaprés l'injection de monocrotaline nous avonsimyste deux tableaux
clinigues : des animaux qui présentaient des sighesuffisance cardiaque droite (Iéthargie,
poils hérissés, inactivité et présence d’'un épamemé pleural et ascite lors du sacrifice) et
d’autres qui ne manifestaient pas ces signes. kemiprs ont été considérés au stade
décompenseé et les derniers au stade compensasigfisance cardiaque droite. Nous avons
noté une mortalité importante, de 60%, qui n'est oajours soulignée dans les publications.
Cette mortalité a été enregistrée entre [€"24t le 28™ jour aprés I'administration de
monocrotaline. Une fois les signes de décompensatadiaque installés, I'évolution néfaste
était trés rapide, en 24h environ. Notre objectfiné de décrire la chronologie des
modifications mitochondriales & 4 semaines, envdOfo des rats sont morts avant les 28
jours aprés l'injection de monocrotaline. Cette talité €levée explique probablement la
difficulté a réaliser des études sur la transititen'insuffisance cardiaque stable au stade

décompenseé.

Au stade compens@ous avons constaté :

- la persistance de la diminution de [I'expressiolRNIn de la biogénése

mitochondriale et de la citrate-synthase dans [eSG& I'apparition des mémes

modifications dans le VD (TFAm exclu pour ce mukcle

- 'absence de changement de niveau d’expressida pi@téine PGC-d, de I'activité

de la citrate-synthase et de la respiration mitadnale dans ces deux muscle
Cette discordance entre I'expression des ARNm deweg impliqués dans la biogénese
mitochondriale et sa traduction protéique et famotelle dans le VD et le GAS au stade
compensé, d’hypertrophie ventriculaire droite, pas une explication claire. Le méme
phénomene a été décrit dans I'évolution des enzyantgxydantes dans le VD (52), ou les
pics d’expression ARNm et d’activité enzymatiquesoat pas simultanés. Il pourrait s’agir
des mécanismes post-transcriptionnels cytoplasmiglee protection musculaire, tant au
niveau cardiaque que dans le muscle squelettif@egmentation de I'activité des protéines
existantes, le ralentissement de la dégradationedegmes de la chaines mitochondriale.
D’autre part, la diminution de I'expression des ARM’atteint peut-étre pas un seuil critique
qui se traduit par une diminution de I'expressioes dprotéines, protégeant ainsi le
métabolisme oxydatif mitochondrial jusqu’au stadedif de I'insuffisance cardiaque.
Comprendre ces mécanismes protecteurs intracedislafin de les renforcer et retarder ainsi
la défaillance mitochondriale fait partie actuelwrhdes axes de la recherche qui situe de

plus en plus le VD comme I'élément pronostique esiede cette pathologie.
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Il a été aussi suggéré qu'il existerait un prdffférent d’expression des génes dans le VD,
entre les animaux qui vont développer une insuffisacardiaque droite et ceux qui se
maintiennent au stade compensé d’hypertrophie duGH3 génes concernent notamment la
biogénése et la fonction mitochondriale ainsi cuedie MAPK impliquée dans I'apoptose
(55). Parmi les genes étudiés, I'expression du TE&tdiminuée chez les animaux qui vont
développer une insuffisance cardiaque droite, mpass chez les autres. Il est intéressant de
noter que dans le stade compensé nos rats n‘ontnpagée de diminution significative de
'expression des ARNm de ce géne. Pour cet autesirgénes « antiapoptotiques » comme
bcl2 s’exprimaient chez les animaux qui ne dévedigut pas d’insuffisance cardiaque(52).
Dans notre étude, caractérisée par une évolutipidleavers la décompensation cardiaque,
nous avons observé une augmentation du rappodgoptotique bax/bcl2 et une diminution
de I'expression du gene bcl2 a 4 semaines dandDlenéanmoins sans différence entre le
stade compensé et décompensé (résultats non-gull@snaitre donc le profil d’expression
des génes importants dans la transition du stat@easé au stade décompensé de la maladie
pourrait, dans l'avenir, aider a mieux détecter pasients a risque d’évolution rapide de

'HTAP, afin de mettre plus rapidement a leur disiion les moyens thérapeutiques adaptés.

Au stade décompenséjans le VD et le GAS, il a été observé :

- la diminution de I'expression des genes, assoaida diminution du niveau de

protéine PGC-1 et de I'activité de la citrate-synthase

- la baisse des capacités oxydatives mitochondriale
Ce stade est suivi trés rapidement du déces dankhnDans le myocarde, la plupart de
'énergie nécessaire au fonctionnement de la porogeliaque est produite par la
mitochondrie et la défaillance de cette dernieesinpas compatible avec la survie. En méme
temps, la diminution de la respiration mitochonidriau niveau du muscle squelettique est
concordante avec les données des autres étudesegsint intéressées au métabolisme
energétique du muscle périphérique. Les facteuptiqgoeés dans ces altérations ont été décrits
précédemment (stress oxydant, inflammation systé®iq Une cascade reliant les
modifications inflammatoires et neuro-hormonaleslest anomalies mitochondriales a été
proposée, avec le PGGXomme facteur central (120), similaire a ce quiasnu dans
linsuffisance cardiaque gauche. A I'heure actuglbus ne savons pas si l'altération de la

capacité oxydative est liee uniguement a des anesnatructurales ou fonctionnelles
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mitochondriales ou a d’autres anomalies associélsstque les transferts énergétiques

mitochondrie/cytoplasme et/ou l'utilisation de I'RT

Les résultats observés dales VG difféerent de ceux obtenus dans le VD et le muscle
squelettique :
- absence de modification de I'expression des géees biogénése mitochondriale,
de la citrate-synthase et de la respiration mitadniale, méme au stade avancé de la maladie
- diminution du niveau de protéine PG@G-&t de I'activité de la citrate-synthase au

stade décompense.

Méme si le VG n’est pas soumis a une post-chameaé| une myocardiopathie ventriculaire
gauche intrinséque a été décrite par plusieursumit€es anomalies sont attribuées a une
activation neuro-hormonale. Dans notre étude, noasons pas trouvé de modification
significative des génes de la biogenese mitochaledrDe la méme facon, récemment, une
réduction de plusieurs protéines impliquées darsymdhése de 'ATP a été observée dans le
VD, mais pas dans le VG de rats monocrotaline.

La diminution de la respiration mitochondriale rpas atteint la significativité, malgré la
diminution de I'activité de la citrate-synthaseallété montré que la diminution de l'activité
de la citrate-synthase, marqueur de la densitéchmtadriale, n’est pas un facteur limitant des
capacités oxydatives (260). Ces données sont égateen accord avec celles de Redout et
coll. (51), qui n'ont pas trouvé d’altérations dactivité du complexe 1l de la chaine
mitochondriale ni d’augmentation du stress oxyddans le VG des rats monocrotaline. Au
total, ces résultats suggérent que, comparé aulenggoelettique qui est aussi exposé a
linflammation et a l'activation neuro-hormonalesggmique, le VG est capable de préserver

I'activité mitochondriale jusqu’a un stade avanedalmaladie.
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2°™ ETUDE: EFFETS DE L'ENTRAINEMENT EN MODALITE EXCENTRIQUE
SUR LA TOLERANCE HEMODYNAMIQUE, LA SURVIE ET LA BIO GENESE
MITOCHONDRIALE DANS L’'HYPERTENSION PULMONAIRE INDUI TE PAR LA
MONOCROTALINE

Dans cette étude nous avons montré les effetsedgdinement en mode excentrique utilisé
pour la premiere fois dans un modéle animal d’higmsion pulmonaire modérément
évolutive. Nous nous sommes surtout focalisés awsutvie et la tolérance hémodynamique
de ce type d’entrainement. Les principaux résuttaistrent :

- que la survie des rats malades n’est pas affpetéeette modalité d’entrainement;

- que la tolérance hémodynamique des rats entrasgédonne pendant les 4 semaines
d’entrainement, sans I'apparition de signes deayggion cardiaque droite ;

- que cette modalité d’entrainement a permis d’are¥l la vitesse maximale de course ;

- que les effets de I'entrainement sur I'expressies genes impligués dans la biogénése
mitochondriale sont modestes dans les musclesedtjgaks et absents dans le VD.

Il.1. CHOIX DU MODELE

Le modele rat-monocrotaline est souvent utilisérpétude des modifications fonctionnelles,
structurales et moléculaires associées a I'hygehteoet I'insuffisance du VD. L’hypertension
pulmonaire induite par la monocrotaline est la égoence d’'une vascularite pulmonaire,
suivie par une hypertrophie de la média des artpudmonaires et une augmentation des
résistances vasculaires. L'augmentation de la jmes®térielle pulmonaire s’accompagne
d'une réponse initialement adaptative du VD parenmypphie. Cette adaptation initiale
progresse vers une dilatation ventriculaire et imselffisance cardiaque droite en quelques
semaines. Les modifications observees et I'évatusiont dose-dépendantes. Apres l'injection
de 30 mg/kg on observe le développement d’'un tabidimique d’insuffisance cardiaque
compensée, alors que I'administration d’'une dos8mg/kg conduit a I'apparition précoce
de signes d’insuffisance cardiaque et a une mt@tphoche de 100% a 4 semaines (55). Un
modele intermédiaire, qui est celui que nous awdiisé, est obtenu par I'injection de 40
mg/kg de monocrotaline permettant d'obtenir une engmsion pulmonaire d’évolution
relativement stable sur 6 a 8 semaines. Ce modété ealidé dans une étude récente (261).
Dans cette étude, I'entrainement sur tapis rowdaniode concentrique n’influencait pas la
survie et permettait une augmentation du tempsddie@mce de course sur tapis expliquée au

moins en partie par une majoration de la capibiosr du VD. Ces résultats encourageants
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sont a comparer a I'effet du méme entrainementisw@utre groupe de rats chez qui une dose
de 60 mg/kg de monocrotaline avait été adminisgé@&ainement qui avait un effet délétére
sur les paramétres hémodynamiques et réduisaitVees

L’évolution rapide vers l'insuffisance cardiaquer@gpinjection de 60 mg/kg a été d’ailleurs
confirmée dans notre premiéere étude, ou la surdies@maines était de seulement 60% et ou,
parmi les animaux en vie, 40% manifestaient desesigle décompensation de la maladie. A
la lumiére de ces résultats, nous avons donc détiddiser une dose de 40 mg/kg de

monocrotaline dans cette nouvelle étude.

[1.2. EVOLUTION DES PARAMETRES HEMODYNAMIQUES

Dans notre étude l'entrainement a été délitsemainesaprés l'injection, afin que
I’hypertension pulmonaire soit établie. Une premiéchographie cardiaque a permis de faire
une premiere évaluation (« baseline ») et de s'asgue les animaux injectés avaient bien
une hypertension pulmonaire. Bien qu’un calculaidu niveau de pression pulmonaire n'ait
pas pu étre réalisé a ce moment (pas de fuitespida), un début de remodelage ventriculaire
droit a été observé, avec majoration de I'épaissieuta paroi antérieure du VD, laissant
supposer une élévation des résistances vascujaife®naires chez les rats monocrotaline.
L’installation de I'hypertension pulmonaire avecter@issement ventriculaire droit sera
confirmée par I'évolution et les contréles échopigpes suivants (& 4 et 6 semaines).

Les parametres échographiquesnesurés4 semainesapres l'injection de monocrotaline
montraient chez les rats malades un remodelageiadatre droit anatomique avec une
majoration de I'épaisseur de la paroi libre et cantbtre télédiastolique du VD, ainsi que du
rapport VD/VG, associé a une probable élévationrésistances pulmonaires (diminution du
temps d’accélération du flux antérograde pulmopaif@ées anomalies s’accompagnaient
d’'une altération de la fonction systolique du VDeawiminution du TAPSE et diminution
significative du débit cardiaque normalisé pardelp.

L’atteinte du VD dans ce groupe entrainait une fication des parameétres morphologiques
du VG avec une augmentation de I'épaisseur de la parmi eteptum (hypertrophie du VG)
associées a une diminution du volume d’éjectiotefaction bi-ventriculaire).

Il est intéressant de noter quBasemainespar rapport a I'échographie réalisée a 4 semaines
les parametres morphologiques et fonctionnels ssniil meilleurs avec une régression de
I'hypertrophie du VG, un VD moins dilaté (en valeabisolue et relative par rapport au VG),
une augmentation du TAPSE et une augmentation duypsed’accélération du flux

antérograde pulmonaire. Ces données sont a metparalléle avec I'évolution défavorable
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de laVnax et 'aggravation des signes cliniques des ratthéase, difficulté a courir sur le
tapis, tachypnée), et suggérent une détérioratitiale de I'état hémodynamique entre 3 et 4
semaines apres l'injection de monocrotaline. Ce emdrsemble critique dans I'évolution de
ce modele puisque 4 des 5 rats décédés lors deatatte sont décédés entre J21 et J26 (2
dans le groupe MTecc et 2 dans le groupe MTsed)rdisons de cette évolution ne sont pas
claires, d’autant plus que la majorité des animsemble en meilleur état apres 4 semaines, a
la fois sur le plan échographique et sur le plandaacités d’exercicbne telle évolution en

en deux phases (aggravation initiale puis améliorgtn’a jamais été décrite. Ceci pourrait
étre d0 a I'évolution de I'hnypertension pulmonage elle-méme ou a un effet tardif de la
monocrotaline. Afin de répondre a cette questiore atude similaire, mais réalisée sur un

autre modele d’hypertension pulmonaire serait ngais.

Lors du sacrificeles mesures hémodynamiques par cathétérisme cardige droit et la
mesure des parameétres anatomiques ont confirmétBexe d’un retentissement ventriculaire
droit et d'une hypertension artérielle pulmonail®ans notre étude, les pressions
télésystoliques du VD mesurées étaient en moyenngeu moins élevées que les valeurs
retrouvées dans deux autres études utilisant laent&rse de monocrotaline. Mais il faut noter
gue les pressions systoliques du VD sont variadbflese étude a I'autre, pour la méme dose
de monocrotaline injectée, celle-ci étant le plusvent de 60 mg/kg (64).

Il est difficile de comparer les pressions obtenpas cathétérisme cardiaque droit a celles
calculées a partir des données échographiquesmdres étude. Des pressions pulmonaires
n’'ont pas pu étre obtenues chez tous les ratst@yéaphie (fuite tricuspidienne absente). De
plus lintervalle de temps entre les 2 explorati@tgit de 5 a 7 jours, et la maladie peut
évoluer dans ce délai. Enfin, comme chez 'homnhes gue le niveau de pression artérielle
pulmonaire, la gravité de l'atteinte et le pronostont dus a l'atteinte du VD. Au cours de
'HTAP, la diminution de la pression artérielle punaire peut se voir en fin d’évolution,

associée a une diminution de débit cardiaque Begig tournant défavorable.

[1.3. CHOIX DU PROTOCOLE D’ENTRAINEMENT

Une pente d’inclinaison du tapis de 15° a été éb@n que 'exercice soit excentrique, car
un moindre degré avait le risque de générer uneitécmusculaire contractile plus sur un
mode concentrique qu’excentrique. D’autre party'dtait pas possible de faire courir les

animaux en descente au-dela de 17° d’inclinaisonacpartir de cette valeur, en effet, ils
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glissent vers le bas sur le tapis roulant. Avemémne pente en descente, il a été montré dans
notre laboratoire que la vitesse de course a 50% diéesse maximale correspond a une,VO
d’environ 65% de la V@nax mesurée par masque chez des rats Wistar (publicatn
préparation). Cette valeur correspond en cliniquadine au seuil ventilatoire et dans I'étude
de Meyer et coll. (248) I'entrainement des patier@sonariens a été réalisé a une intensité
similaire en modalité excentrique et concentrigdieus avons adapté la vitesse de course a la
Vmax individuelle de chaque rat, témoin ou malade, mésdors d’'un test incrémental au
début de la période d’entrainement, mais aussisanzaines d’entrainement, afin de tenir

compte de la modification de leur capacité a I'eéffo

[I.4. EFFETS DE LENTRAINEMENT

La mortalité n’était pas différente dans les 2 groupes dematsocrotaline et elle n’était pas
différente de celle rapportée dans 2 études quiubigé la méme dose de monocrotaline,
entre 12 et 20%, 6 semaines aprés I'administrateoproduit (261, 262).

La courbe dévolution du poidsa montré une différence statistiguement significatvgartir

de la 3™ semaine d’entrainement entre les rats ClLecc ee@L®ais pas entre le groupe
MTecc et le groupe MTsed. Cette différence pouétaid due a un métabolisme plus intense
ou a une diminution de la quantité de nourrituggénée, ou aux 2 facteurBour répondre a
cette question il serait nécessaire de distribteerméme quantité de nourriture aux rats
témoins entrainés aux animaux sédentaires et, ssiple, de quantifier le métabolisme

énergétique par des mesures de calorimétrie.

L’entrainement n’a induit la détérioration dparametres hémodynamiquesmesurés en
eéchographie ni chez les rats témoins, ni chez &s monocrotaline puisque les valeurs
mesurées 4 et 6 semaines apres l'injection nentgpes en fonction de I'entrainement. Nous
avons observé par contre que le poids du VD et Gu+Vseptum normalisés par le poids
corporel était plus important dans le groupe MTege dans le groupe MTsed. Cela
signifierait que I'entrainement induit une hypepinee des deux ventricules, mais nous
n‘avons pas constaté de conséquence sur les valeupsession systolique du VD ou de
pression systémique entre les deux groupes.

L’évolution de la Vmax apres 4 semaines d’entrainement témoigne d’unfioéngans les 2
groupes entrainés, méme si le mécanisme centrpEophérique de cette amélioration n'a

pas été démontré.
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Il serait intéressant de mesurer la M@ax au début et a la fin de la période d’entraineine
Il n'existe pas de données sur I'évolution de la,V&prés un entrainement en mode
excentrique proche de celui utilisé dans cette étwthez le ratChez 'homme, la Vgpic

s’améliore apres un entrainement en excentriquergocycle (248).

Il est peu probable que I'augmentation dé/{ax soit due a une amélioration de la capacité
oxydative mitochondriale. En effet, une étude réeedalisée dans notre laboratoire n'a pas
trouvé de modifications des capacités oxydativasechondriales chez des rats sains apres 20
jours d’entrainement en mode excentrique, mais &aae intensité un peu plus faible (33
cm/s) Eccentric vs concentric exercise training: effect mitochondrial function in rat
skeletal muscldsner ME, Exp Physiol, en révision).

Il a été montré chez ’'homme et chez I'animal gegdrcice excentrique améliore surtout la
force musculaire (184, 235-237, 263). Cette amafion de force est associée classiquement
a une hypertrophie musculaire (235, 236, 242) aiatimulation des génes de la croissance
comme I'IGF-1 (244), qui touche surtout les fibms type Il (234). Il semble que cette
hypertrophie dépende de I'intensité de I'exercioajs aussi de la durée d’entrainement et du
type d’exercice excentriqgue, segmentaire ou gldda@anmoins, plusieurs études ont montré
gue l'augmentation de la force musculaire n’esttpagours associée a l'augmentation de la
masse musculaire ou de la taille de fibres (264ezCdes patients coronariens entrainés
pendant 8 semaines a 60% de lapiQ, il n'a pas été observé de majoration de léaserdes
fibres musculaires malgré une amélioration de 12%adorce (186). D’autres modifications
de la structure musculaire peuvent étre impliguéesime la réorganisation des protéines du
cytosquelette, 'augmentation du nombre de sarcesnén série (229, 240, 246), mais aussi

des mécanismes d’adaptation neuro-musculaire Z&§,et de perception proprioceptive.

Nous n’avons pas pu quantifier un éventuel bénéfizda force musculaire. Le grip-test n'a
pas été contributif puisque les valeurs obtenuestraient que la force musculaire des pattes
avant se maintenait méme chez les rats monocretalmi manifestaient des signes
d’insuffisance cardiaque et qui sont décédés rapéte (résultats non-présentés). Nous
n'avons pas trouvé non plus d'augmentation de ffase des fibres musculaires dans le vaste
intermédiaire chez les rats entrainés, témoins aladesUne mesure de la force musculaire
sur muscle isolé pourrait apporter plus d’informati concernant le gain de force apres ce

type d’entrainement.
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Les dosages des CK plasmatiquesmarqueurs du dommage cellulaire musculaire,
notamment de la rupture des sarcolemmes (265)nontré que l'intensité de I'entrainement
n'était pas délétere sur plan musculaire, surtout pes animaux malades, puisque les valeurs
obtenues a 24 et 48h apres la premiére séancéen®pas significativement plus élevées que
les valeurs obtenues avant le début d’entrainemiént.revanche, parallelement a la
détérioration des parametres échographiques olesseénZ semaines d’entrainement, ce qui
correspondait aussi a I'ajustement de la vitesseodese en fonction de M., Nous avons
observé une élévation des CK par rapport aux éateins. Les faibles valeurs de I'activité de
CK observées a 2 et 3 semaines d’entrainement leseats témoins par rapport aux rats
malades peuvent étre dues au fait que pour lestéateins l'intensité de I'exercice était
relativement faiblell serait intéressant d’analyser au cours de I'eitrement, dans ce
modele ainsi qu’en clinique humaine, d’'une parg lésions de type dommage musculaire
(infiltration inflammatoire et éventuelle nécrosesdfibres musculaires et altérations des
protéines contractiles) et d’autre part de quasmtifie stress oxydant par la mesure des ROS.
Il est connu chez le sujet sain que la répétities exercices excentriques et 'augmentation
progressive de la puissance mécanique réduitdsessinduit par cette modalité de contraction
musculaire (202, 236, 263), aboutissant a la méngenantation de la force musculaire, mais

sur une période de temps plus longue (263).

La biogénese mitochondrialen’a pas été influencée de fagcon majeure par Bémément.
Dans le muscle vaste intermédiaire, le muscle ue pbllicité lors d’'un exercice excentrique
tant chez l'animal que chez 'homme (188, 190), m@vons observé une augmentation
significative du niveau d’expression de PG&dhans les groupes entrainés. Le PG&thnt
considéré comme le facteur central de contrble addibgénese mitochondriale et de la
plasticité musculaire a I'exercice, sa surexpresspeut représenter un signal positif
d’adaptation musculaire a I'exercice. L'inflammatioet la production de ROS qui
accompagnent les premiéres séances d’exercice el mecentrique peuvent diminuer
'expression de PGCel (266). L'adaptation musculaire au cours de I'dneanent,
caractérisée par une diminution de la productioR@& et la disparition ou un moindre degré
d’'inflammation par rapport a un exercice aigu, pivwermettre la stimulation de PG@&-1
par I'exercice.

Le niveau d’expression des ARNm de TFAm est aulss pnportant dans le muscle vaste
intermédiaire du groupe CLecc que dans les 3 aurespes. Cette augmentation de

'expression du TFAm vient a I'encontre d’'une étugid a montré une diminution de ce
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facteur dans le muscle vaste latéral chez des npgtieoronariens apres 8 semaines
d’entrainement excentrique (244). Néanmoins, lepdies musculaires chez ces patients ont
été réalisées a 48 heures aprés la derniére sédemteainement, alors que nous avons
prélevés les muscles 24h apres la derniere séammgainement. La cinétique post-exercice
de ce facteur est peu connue (153, 244), ce qurgubaxpliquer la discordance des résultats.
Il a été démontré que la stimulation de I'expressies ARNm de TFAm est dépendante de
lintensité de I'exercice (157, 267). Dans notreid& l'intensité de I'entrainement était
constante pendant les 2 dernieres semaines et ir@sable que cette intensité n’était pas
suffisante a la fin de I'entrainement pour stimudetranscription des génes impliqués dans la
biogénése mitochondriale.

Nos résultats doivent étre complétés prochainemantla mesure de la concentration de
protéine PGC-1 et de I'activité de la citrate-synthase. En effes, modifications du niveau
ARNmM n’ont pas de traduction fonctionnelle avarst teodifications de la concentration des
protéines codées. De plus, les mécanismes posEtigtionnels qui peuvent intervenir dans
le contrdle de I'expression d’'un gene font quedigonse en termes de protéine et de fonction
ne peut pas étre prédite sur le changement derésgipn des ARNm.

En conclusion, notre étude a montré que I'entragmgnen mode excentrique est faisable et
bien toléré sur plan hémodynamique dans ce modgl@ah d’hypertension pulmonaire
stable. Il a permis une moindre détérioration deitesse maximale de course chez les rats
malades et une amélioration chez les rats téembesseffets sur I'expression des ARNm des
genes impliqgués dans la biogénese mitochondria@mment le PGCel ont été positifs
dans le muscle vaste intermédiaire, mais modestescessitent des études complémentaires
avant de confirmer un effet sur la fonction mitoctinale.

Néanmoins, comme il a été montré dans d’'autresofmies chroniques, I'entrainement
excentrique en endurance pourrait apporter un men&hez les patients porteurs d’'une
hypertension pulmonaire stabilisée par le traitemé&eul ou associé a I'entrainement
classique concentrique qui s'impose de plus engduns la prise en charge de ces patients, le
mode d’exercice excentrique permettra probablemeatamélioration de la force musculaire

et de la qualité de vie a un moindre colt métabeliq
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L’étude chronologique des altérations mitochondsatjue nous avons réalisée a montré
gu’elles se développaient a des temps distinct&delution de la maladie pour chaque type

de muscle (VD, VG, muscle gastrocnémien, dans nétiude). Les mécanismes menant a
l'altération musculaire different, au moins en pgren fonction du muscle (par exemple, la
surcharge en pression n'affecte pas le VG, aloeslgpflammation systémique et le stress

oxydant touche I'ensemble des muscles), mais leact&istiques intrinséques de chaque
muscle (comme la capacité anti-oxydante) intenéatrprobablement, comme cela a été
egalement suspecté dans la myopathie induite patdgines (256). Identifier les mécanismes

de défense propre a chaque phénotype muscula#ié werchamp de recherche a développer.

Les modifications de la biogenése mitochondriales mpus avons observées sont précoces en
terme de transcription des ARNm, mais trés tardeesterme de réduction des niveaux
d’expression protéique ou d’activité enzymatiquei, pnt concomitantes de la dégradation
de la respiration mitochondriale. Cette étude cbimgique a montré que la respiration
mitochondriale ne chutait qu'au stade décompendéndeaffisance cardiaque, dans le VD et
le muscle squelettique. Dans linsuffisance candéagauche, chez 'lhomme comme chez
'animal, la capacité oxydative mitochondriale akérée plus précocement. Cette discordance
est peut étre due a la rapidité de I'évolutionalenbladie cardiaque et vasculaire pulmonaire
observée dans le modele d’'HTAP que nous avonséitiih ce jour, il n'est pas possible de
savoir si cette détérioration de la respiratioroctibndriale est une conséquence ou un facteur
contribuant a la décompensation. Il a été montrés diansuffisance cardiaque gauche que la
détérioration de la fonction mitochondriale et détatolisme énergétique est, au moins
partiellement, réversible par des différentes thiésa (95). Une des potentielles cibles de
recherche sans ce sens pourrait étre 'augmentagidiactivité de PGC-d, un des principaux

facteurs régulateurs de la structure et la fonatitochondriale.

Enfin, cette premiere étude a montré que les anemahitochondriales survenaient plus
précocement dans le muscle squelettique que daw®leCes résultats permettaient donc
d’envisager un réentrainement a I'effort dans cp#thologie. En effet, la survenue d’'une
atteinte précoce du VD aurait mis en questionliEramce hémodynamique de I'exercice.

Au cours de la seconde étude, au cours de laqgdefierats « monocrotaline » ont été ré-
entrainés en utilisant I'exercice excentrique, nauens montré que la survie n’était pas

diminuée et que la tolérance hémodynamique étaihé.oll s’agit d’'un résultat important car



I'exercice a longtemps été considéré comme déléémonc contre-indiqué chez les patients
HTAP. Il s’agit de la premiére étude appliquantexercice excentrique dans cette pathologie.
L'intérét est qu’il permet un travail musculaireportant pour une stimulation métabolique
plus faible que celle induite par un exercice cotrdgue. Ceci implique donc une moindre
sollicitation cardiaque chez le patient. Quelquesnges comme I'amélioration de la vitesse
maximale de course permettent de penser que lealitésdjue nous avons adoptées sont non
seulement bien tolérées mais ont également un leéeéfique. Mais le modéle animal ne
permet pas d’étudier aisément les améliorationstiommnelles qui pourraient étre obtenues. Il
serait intéressant de proposer une étude chez ttegrohez qui I'on évaluerait les éventuelles
améliorations de la V§ic, de la force musculaire, de temps d’endura@mdte modalité
d’entrainement en excentrique vise surtout a amelita force musculaire. Il serait donc
pertinent d’associer les deux modalités d’entrakm@net d’évaluer leur bénéfice chez les

patients.
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ANNEXE 1

PROTOCOLES D’ETUDE DE LA RESPIRATION MITOCHONDRIALE
SUR FIBRES PERMEABILISEES

Il comporte trois étapes : la préparation des $brausculaires (dissection des fibres), leur

perméabilisation & la saponine et leur respirgfigure 34).

Les solutions de respiration

Les solutions de dissection (S) et de respirati®nutilisées reconstituent le contenu en ions
intracellulaires de la fibre musculaire. Les sao§ S et R ont une base commune :
CaK2EGTA 2.77 mM, K2EGTA 7,23 mM (100 nM de Ca2brd), MgCI2 6,56 mM (1mM
de Mg2+ libre), imidazole 20 mM, taurine 20 mM, hdldthreitol 0,5 mM, K-sulfonate de
méthane 50mM (160mM de force ionique). Le pH ddstems a été ajusté a 7. La solution S
contient également : Na2ATP 5,7 mM et PCr 15 mMsbahtion R contient, quant a elle : 5
mM de glutamate, 2 mM de malate, 3 mM de phospladteguelle est ajoutée 2 mg/ml
d’albumine (BSA).

Préparation des fibres

Apres prélévement musculaire, I'échantillon est idimtement placé dans la solution S,
permettant ainsi de maintenir les fibores muscuattens des conditions physiologiques. Ces
fibres sont ensuite disséquées a l'aide de pineegrékcision, sous loupe binoculaire. Cette
étape est essentielle afin de permettre I'accésadsaponine aux membranes des fibres
musculaires.

Puis intervient I'étape de perméabilisation, lésds étant placées dans un tube de solution S
+ saponine (5Qug/ml) sous agitation durant 30 minutes a 4°C (KtemeAV, 2008). Cette
étape permet de détruire sélectivement le sarcotersams endommager les membranes
mitochondriales, moins riches en cholestérol.

Les fibres sont ensuite replacées dans un tubeldion S pendant 10 minutes, toujours sous
agitation, afin d’éliminer la saponine. Finalemegites sonplacées dans des tubes contenant
de la solution R (2x5 minutes), afin d’éliminer TR, 'ADP et la phosphocréatine (PCr), tout

en maintenant ’hnoméostasie cellulaire.
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Figure 35 Technique de la respiration mitochondriale sbres perméabilisées. 1) Les
muscles sont prélevés chez le rat. 2) Les fibred dsséquées dans une solution de
respiration a 4°C. 3) Les fibres sont perméabitiséd’aide de la saponine dans un bain
sous agitation pendant 30 minutes. 4) Les fibres sosuite placées dans une chambre a
22°C sous agitation et le fonctionnement des mdondhies est analysé par acquisition
informatique du signal.

Le principe de la polarographie

La polarographie est une technique permettant slealiser la consommation d’oxygéene dans
une enceinte close. Elle utilise une électrode titoige d’un couple platine-argent, immergée
dans une solution saturée de KCI (électrode dekClame différence de potentiel de 0,6-
0,7mV est appliquée entre I'anode (électrode eardjeet la cathode (électrode en platine), ce
qui entraine leur ionisation et la création d’'umuremt. L’'intensité de ce courant est liee a la
conductance entre I'électrode de platine, le poftl €t I'électrode en argent. Elle est
directement proportionnelle a la concentration &ggéne du milieu. En effet, plus il y a
d’oxygéne dans le milieu, meilleure est la condocta(diminution de la résistance).
Finalement, la variation d’intensité est transfoene® une variation de voltage pour pouvoir
donner un signal enregistrable. La solution contetes fibres perméabilisées a la saponine
est séparée du couple platine-argent par une farabrane en Téflon ne laissant passer que
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'oxygéne. En absence de fibre, on enregistre tasse initiale de respiration (Vi) qui

représente I'oxygéne consommé par les électroda®gsfavoir ajouté les fibres, on enregistre
VO, la vitesse de respiration des fibres sans Akdgjene. On remarque que Vi est inférieure
a VO mais non négligeable. Par conséquent, ellgcestraite de I'ensemble des

vitesses de respiration. Les chaines respirataess mitochondries vont étre activées et
'oxygene présent dans le tampon commencera aodimeommeé, ce qui entrainera une
diminution de l'intensité du courant. La diminutiate quantité d’oxygéne du milieu se

traduira a I'écran par une courbe décroissdigare 35).

Protocole d’étude de la chaine de respiration nhitmwdriale

Les analyses se font dans des chambres oxygraghiipeienostatées reliées a un bainmarie a
22,1°C (Strathkelvin Instruments, Glasgow, ScotJarRbur mesurer la décroissance de la
concentration d’oxygéne dans les chambres, desrades de Clark, reliées a un logiciel,
analysent les variations de concentration en oxyd&xygen 571®). Ceci va permettre de
calculer la vitesse de consommation d’'oxygene pesidifférentes chambres qui est un reflet
de l'activité de la chaine de respiration mitochtadd. Différents substrats sont injectés pour
activer les différents complexes de la chaine dpiration mitochondriale :

- initialement, les fibres musculaires sont placéass la solution R, contenant les substrats
(glutamate (5mM) et malate (2mM)) qui vont généiar NADH, équivalent réducteur qui
donne des électrons au complexe I. La consommédtaxygene ainsi mesurée correspond a
l'activité de base de la chaine de respiration chismdriale au travers des complexes I, Il et
IV (Vo).

- on injecte ensuite de I'’ADP (2mM), permettant wtienulation maximale de la chaine de
respiration mitochondriale au travers de ces corgslé, Il et IV (Vapp).

- l'adjonction d’amytal (0,02mM) va bloquer le colepe | et entrainer un arrét du
fonctionnement de la chaine de respiration mitodhate.

- 'adjonction de succinate (25mM), substrat qugeéaérer du FADH2 grace a la

succinate déshydrogénase, va permettre de stitautbaine respiratoire a partir du complexe
I, (activation des complexes Il, lll et IV, (V).

- I'adjonction du TMPD (0,5mM) et de I'ascorbate5MM) stimule l'activité du complexe
IV a son maximum (Mpdas), CE qui permet son étude indépendamment du fomement
des autres complexes A la fin de la manipulaties,fibres sont recupérées, déshydratées et

pesées. Toutes les vitesses sont ainsi expriméaes@rO,/min/g de fibres en poids sec.
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Figure 36: Etude de la respiration mitochondriale complexegomplexe. Vi : vitesse initiale.
Vo : vitesse de respiration des fibres sans ADRjene
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ANNEXE 2

EVALUATION DU NIVEAU D’EXPRESSION DES ARNm PAR
g-RT-PCR

Extraction de 'ARN

L’ARN total est extrait avec le TRIzol® selon leopscole du fournisseur Invitrogen. Le

TRIzol® est une solution mono-phasique de phénall'isbthiocyanate de guanidine qui
maintient l'intégrité de I'ARN tout en détruisangsl cellules et en dissolvant les autres
composés cellulaires. Les échantillons tissulgeesiron 50 mg) sont broyés mécaniquement
dans l'azote liquide puis placés immédiatement damsl de TRIzol®. Afin d’assurer une
dissociation des complexes nucléoprotéiques, lbanditlons sont ensuite laissés au repos
pendant 5 minutes a température ambiante. L'admmctle chloroforme (0,2 ml par
échantillon) est suivie d’'une agitation vigoureysEndant 15 secondes puis d’'un contact
prolongé a température ambiante (5 & 10 minutesy).échantillons sont centrifugés a 11000
rpm pendant 15 minutes a 4°C ce qui sépare le cordes tubes en trois phases distinctes :
une phase inférieure organique contenant les peggune interphase renfermant 'ADN et
une phase supérieure aqueuse transparente conexuasivement '’ARN. On récupére
uniguement la phase supérieure. L'ARN est ensuitcipité dans la phase aqueuse
supérieure par addition de 0,5 volume d’isopropalbed tubes sont ensuite agités pendant 30
secondes, laissés a température ambiante pendantirites puis centrifugés a 11000 rpm
pendant 10 minutes a 4°C. Le culot d’ARN est laaé pne solution d’éthanol a 75 % et
centrifugé pendant 5 minutes a 7000 rpm a 4°C. Ulet @st récupéré et séché a l'air puis
remis en suspension dans 10 ul d’eau a 0,1% deyb@rocarbonate (DEPC), un inhibiteur
de nucléase. La pureté des échantillons d’ARN aktutee par le rapport des densités
optiques a 260 et 280 nm (Nanodrop). Un rapport @gaupérieur a 1,7 indique I'absence de
contamination de la préparation d’ARN par I’ADN.

Synthése de 'ADNCc par transcription réverse (RT)

Cette étape est réalisée a l'aide d'un enzyme SuperScript Il Reverse Transcriptase
(Invitrogen). La transcription réverse (RT) estlisgge dans un volume de 20 en présence
de 2ug d’ARN dans 10ul d’eau DEPC, 5ul Buffer 5X, 0,%¢l transcriptase réverse, 2ul de
DTT (0.1M), 1,5 ul désoxynucléotides triphosphatB8 mM) et 1uL d'héxameres p(dN)6
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(200uM). Ce mélange réactionnel est incubé a 658@dant 5 minutes pour dénaturer
'TARNm. L’ADNCc est ensuite synthétisé a 42°C penida® minutes. La transcription réverse

est stoppée en chauffant les échantillons a 72~@ag# 15 minutes.

Amplification de ’'ADNc par PCR guantitative en gsmnéel

L’ADNCc a été amplifié par le LightCycler (Roche Qi@ostic, Meylan, France), en utilisant le
kit Invitrogen. La PCR quantitative est égaleméatisée dans un volume deul8en présence
d’amorces spécifiques sens et antisens du genem@in10uM) mais cette fois-ci avec 4 pl
tampon de réaction MasterMix (Roche) et @,%'ADNc. Apres une premiére dénaturation a
95°C pendant 10 min, la PCR est réalisée en 45esyde dénaturation (10 s a 95°C),
d’amorcage (5 s a 60°C) et de polymérisation (2272°C). Chaque échantillon a été analysé
en triple et quantifié selon le protocole du foasaur (Roche Diagnostics). L'expression
relative des différents génes a été calculée grorggmt les taux d’ARNmM a ceux deflaactin

considérée comme le géne domestique.

183



e Irina ENACHE V

J RETENTISSEMENT MUSCULAIRE CARDIAQUE ET
PERIPHERIQUE DE L'HYPERTENSION ARTERIELLE
PULMONAIRE INDUITE PAR LA MONOCROTALINE CHEZ LE
RAT : DYSFONCTION MITOCHONDRIALE ET EFFET DE
L’'EXERCICE EXCENTRIQUE

Résumé

Dans un premier temps, nous avons observé la chronologie des altérations de la biogenése et de la
fonction mitochondriale dans les ventricules droit (VD) et gauche (VG) et le muscle gastrocnémien
(GAS) dans un modeéle animal d’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP). Nous avons constaté
une diminution précoce des facteurs impliqués dans la biogénése mitochondriale du GAS. Plus tard,
les mémes anomalies apparaissaient dans le VD. Au stade décompensé de l'insuffisance cardiaque
droite s’ajoutaient une diminution de la protéine PGC-1a, de l'activité de la citrate-synthase et de la
respiration mitochondriale. L'expression des ARNm et la respiration mitochondriale du VG n’étaient
pas modifiées de fagon significative.

Dans un deuxiéme temps, nous avons étudié I'effet de I'entrainement en mode excentrique sur le
méme modele d’'HTAP. La survie des rats entrainés n’était pas différente de celle des rats
sédentaires et la tolérance hémodynamique évaluée par échocardiographie et cathétérisme
cardiaque a été bonne. Le bénéfice de I'entrailnement s’est traduit par une augmentation de la
vitesse maximale de course dans les deux groupes entrainés, malades et témoins.

Monocrotaline, biogénése mitochondriale, PGC-1a, entrainement en mode excentrique

Résumé en anglais

We assessed the time courses of mitochondrial biogenesis factors and respiration in the right
ventricle (RV), gastrocnemius (GAS) and left ventricle (LV) in a model of pulmonary-hypertensive
(PH) rats induced by monocrotaline (MT). The expression of the studied genes was decreased early
in the MT GAS. At 4 weeks, the MT GAS and MT RV showed decreased mRNA levels whatever the
stage of disease, but PGC-1a protein and citrate-synthase activity were significantly reduced only at
the decompensated stage. The functional result was a significant fall in mitochondrial respiration at
the decompensated stage in the RV and GAS. The mRNA expression and mitochondrial respiration
were not significantly modified in the MT LV.

Secondly, we assessed the effects of eccentric exercise training (ECCt) in MT rats with PH. ECCt
was initiated 2 weeks after MT injection for 4 weeks. The trained MT rats survival was not different
from that of sedentary rats. ECCt was not detrimental on hemodynamic condition estimated by
echocardiography and right heart catheterization. Maximal speed significantly increased in trained
rats. The mRNA expression of mitochondrial biogenesis factors were not significantly modified in
skeletal muscle and in RV.

Monocrotaline, right ventricular failure, mitochondrial biogenesis, PGC-1a, eccentric training
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