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AVANT-PROPOS

Cette thése a pu voir le jour grace a un cofinancement inédit. Mon stage de deuxiéme année de Master
a I'Université de Montpellier m’avait déja permis d’intégrer le laboratoire DMEM et donné I'envie de
poursuivre en thése. Face a la difficulté d’obtenir un financement plein, ’AIDER Santé, réseau de
cliniques spécialisé dans la dialyse, et le département PHASE de I'INRAE ont chacun assuré le demi-
financement de ce doctorat, donnant naissance a la suite de mon parcours académique. La chance de
continuer dans la recherche m’a alors été donnée, avec I'opportunité d’étudier les mécanismes qui
concourent au maintien de la masse musculaire sous un aspect fondamental en laboratoire jusqu’a
des applications cliniques. Pour la petite anecdote, ce demi-financement par I’AIDER Santé est arrivé
comme un signe du destin, dans la mesure ou lors d’un projet de premiere année de Master, c’est tout

naturellement que j’avais choisi la problématique du déconditionnement du patient dialysé...

Ce travail de these est donc le fruit d’'une collaboration originale mélant recherche clinique et
fondamentale. Si I'on oppose souvent ces deux mondes, ils ont en commun un point essentiel : la
recherche scientifique pour I'amélioration de la santé. Ainsi, la recherche clinique académique a pour
objectif de définir et de valider les meilleures stratégies possibles de diagnostic et de traitement des
pathologies. La recherche fondamentale vise a comprendre les mécanismes qui gouvernent la
régulation des fonctions de I'organisme sain et pathologique. Approfondir les connaissances sur le
fonctionnement des cellules, des organes et connaitre leurs dialogues mutuels est indispensable pour
développer de nouvelles approches diagnostiques et des traitements innovants. La recherche clinique
optimise autant que possible les soins a apporter aux patients pendant que la recherche fondamentale

élargit les connaissances en ayant vocation a faire progresser la science et la médecine.

Afin d’établir la coopération pleine, entiere et surtout réciproque entre chercheurs et cliniciens, le flux
des connaissances se doit d’étre bidirectionnel : du patient vers le laboratoire et du laboratoire vers le
patient. Cette these est ainsi a mi-chemin, un pied dans le laboratoire de I'Institut National de
Recherche pour I'Agriculture, I'Alimentation et I'Environnement (INRAE) rattaché a I’Université de
Montpellier, et I'autre aux cotés du patient au sein du réseau Association Installations a Domicile
Epurations Rénales (AIDER Santé). Le laboratoire de Dynamique Musculaire et Métabolisme (DMeM),
unité mixte de recherche de I'INRAE et de I'Université de Montpellier, aspire a la compréhension des
mécanismes tissulaires, cellulaires et moléculaires qui permettent aux muscles squelettiques de se
développer correctement et de s’adapter a leur environnement. L’AIDER Santé est un établissement
de référence pour le traitement de suppléance de I'Insuffisance Rénale Chronique par dialyse,
comptant 23 cliniques en Occitanie. Depuis prés de 50 ans, I’AIDER Santé assure la détection de la
maladie rénale, la mise en place d’un traitement de dialyse, la prise en charge des besoins des patients

et I'amélioration de leur qualité de vie.

D’un co6té, les travaux du laboratoire laissent a penser que des anomalies dans I'adaptation du tissu

musculaire aux changements de son environnement peuvent moduler 'homéostasie du corps et, plus
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largement, I'état de santé. D’un autre coté, I'importance du maintien du tissu musculaire chez les
patients dialysés ne cesse de grandir et nécessite d’étre prise en considération dans le parcours de soin
de la maladie rénale chronique. La volonté du laboratoire de partager ses connaissances sur le
maintien de la fonction musculaire en s’inscrivant dans une démarche de santé publique, et celle de
I’AIDER Santé d’améliorer la qualité de vie des patients au travers de la prise en charge de leur fonction
physique ont permis la naissance de ce partenariat. Le transfert des connaissances entre le laboratoire
et le patient participe ainsi au maintien d’un lien durable entre recherche fondamentale et clinique,

dans le but d’améliorer la fonction musculaire et la santé dans des environnements changeants.

Dans ses traités établis au début des années 160 aprés J-C, Galien, disciple d’Hippocrate, préconisait la
« gymnastique » dans le champ de la médecine préventive et curative, alors méme que la physiologie
animale attendra le XIX®™ siécle et Claude Bernard pour connaitre sa véritable révolution. Ce n’est
gu’apres la Seconde Guerre Mondiale que la promotion du sport pour la santé prend son essor en
Norvege, tandis qu’un siécle plus tot Arthur Schopenhauer (1788 — 1860), artiste, écrivain et
philosophe ; écrivait déja: « Point de santé si I'on ne se donne tous les jours suffisamment de
mouvement ». L'importance du tissu musculaire pour la santé n’a ainsi été reconnue que trés tard.
Pourtant, fort de ses 660 muscles, I'organisme ne saurait vivre sans se mouvoir. Plus que le
mouvement, le muscle assure de nombreuses fonctions dans |'organisme et participe activement au
maintien de I’lhoméostasie. Ainsi, la sous- ou la sur-utilisation du tissu musculaire affecte la capacité

de I'organisme entier a maintenir I'équilibre de son milieu intérieur.

Dans un premier temps, les notions physiologiques fondamentales a la compréhension des travaux de
recherche seront présentées, avec un accent particulier sur les éléments participant a la fonctionnalité
du tissu musculaire. La régulation de la fonction du muscle strié squelettique et sa plasticité en réponse
aux stimuli de I'environnement seront détaillées. La problématique du maintien de la fonction
musculaire dans un contexte pathologique sera alors posée, et I'intérét de sa prise en charge chez le
patient dialysé sera analysé. Apres avoir passé en revue les pratiques cliniques actuelles en dialyse et
leurs limites, les perspectives de prise en charge de la fonction physique seront présentées. Les travaux

de recherche clinique réalisés lors de cette thése seront alors décrits.

La suite de cette thése s’intéressera aux acteurs cellulaires et moléculaires gouvernant le maintien de
la fonction musculaire. Les principaux mécanismes régulant ’homéostasie du muscle strié squelettique
seront présentés. Une fois la description des voies de signalisation cellulaires majeures de la synthese
et de la dégradation protéique établie, un intérét particulier sera porté a une protéine possédant un
role clé dans ’lhoméostasie musculaire. Les publications orales et écrites réalisées au cours de cette
these de doctorat en lien avec ces travaux de recherche fondamentale seront alors présentées. Les
roles physiologiques du facteur d’initiation de la traduction elF3f seront étudiés ainsi que les

perspectives d’application thérapeutique.

Les différents résultats obtenus en recherche fondamentale et clinique seront discutés. Enfin, la
synthése des réponses apportées par ce travail de thése permettra de mettre en lumiére les

perspectives futures de cette thématique du maintien de la fonction musculaire.
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CHAPITRE | : PLASTICITE DU TISSU MIUSCULAIRE STRIE SQUELETTIQUE

1. Anatomie fonctionnelle du muscle strié squelettique

Le corps humain se compose d’environ 660 muscles striés squelettiques qui possedent la capacité de
se contracter et se relaxer sous I'impulsion d’une commande motrice volontaire. lls s’insérent sur le
squelette par les tendons, permettant la mise en mouvement des différents segments du corps

humain. Le muscle strié squelettique tire sa capacité contractile de sa structure complexe.

1.1. Structure du muscle strié squelettique
a. Structure macroscopique

Le muscle est recouvert dans sa totalité d’un tissu conjonctif épais, I'épimysium (Figure 1). Sous cette
enveloppe protectrice, le muscle est constitué d’un ensemble de fibres musculaires regroupées en
faisceaux par un autre tissu conjonctif, le périmysium. Les fibres musculaires sont autant de cellules
musculaires, ou myocytes, entourées d’'une derniere couche de tissu conjonctif, 'endomysium.
Chaque fibre contient non seulement la machinerie contractile nécessaire au développement de la
force, mais aussi I'ensemble des organites nécessaires a la vie cellulaire. Un réseau de capillaires
sanguins, situé a la périphérie des fibres, permet d’acheminer les nutriments et d’éliminer les produits

du métabolisme.

Epimysium

Capillaire sanguin

Tendon

Périmysium

Os

Endomysium

Faisceau

Fibre musculaire

Figure 1 : Structure macroscopique du muscle strié squelettique

Anatomie fonctionnelle du muscle strié squelettique
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b. Structure microscopique

Ces fibres, d’un diametre allant de 10 a 100 um, sont entourées d’une membrane plasmique appelée
plasmalemme. Avec la lame basale, le plasmalemme forme une unité plus large, le sarcolemme (Figure
2). Les cellules souches musculaires ou cellules satellites sont situées sous la lame basale, en périphérie
des myocytes. La fibre musculaire se compose d’'un nombre important de myofibrilles séparées par
une substance gélatineuse, le sarcoplasme, équivalent au cytoplasme des cellules mononuclées. Le
sarcolemme s’étend a l'intérieur du sarcoplasme au travers d’un réseau de tubules transverses
(systeme T) permettant la communication et le transfert de substances ou de messagers a travers les
myocytes. Un autre réseau composé de tubules, appelé réticulum sarcoplasmique, traverse la cellule
musculaire de fagon longitudinale. Ces cavités membranaires entourent les myofibrilles et permettent
le stockage des ions calcium au plus pres de la machinerie contractile. A proximité du réticulum
sarcoplasmique se trouvent les citernes terminales dont le réle est de pomper les ions calciques
libérés. Les mitochondries sont disposées le long des myofibrilles et fournissent I'énergie nécessaire a

la contraction musculaire.

Sarcoplasme

Myofibrille
Lame basale

Cellule satellite
Mitochondrie Citerne terminale

Réticulum sarcoplasmique

Tubule transverse

Figure 2 : Structure microscopique d'une fibre musculaire

C. Systeme contractile

Les myofibrilles qui composent la fibre sont organisées parallelement les unes aux autres (Figure 3).
Chaque myofibrille est structurée par des unités contractiles placées en série : les sarcoméres. Deux
principaux types de myofilaments, les filaments fins d’actine (~7nm) et les filaments épais de myosine

(Myosin Heavy Chain, MyHC, ~15nm) assurent la mobilité du tissu musculaire. Accolés entre eux au

Anatomie fonctionnelle du muscle strié squelettique
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niveau des stries Z, les sarcoméres comprennent une bande | (isotrope), contenant principalement de
I'actine ; une bande A (anisotrope) ou s’enchevétrent les deux myofilaments, et une zone H qui ne

contient pas d’actine.

Bande A Bande |
N P> Ligne M

Sarcomeére
StrieZ
/one I-\
—
mwwrvwc‘- »

S St ot
‘=;0- 33 >

Titine Téte de myosine Myosine

Troponine Tropomyosine  Actine

Figure 3: Structure de [’appareil contractile

La ligne M, située au milieu de la zone H, assure la stabilisation de la structure. A I'intérieur de chaque
strie Z se trouvent les extrémités des filaments fins de deux sarcomeéres contigus. Le filament fin se
compose a la fois d’actine, de tropomyosine et de troponine. La tropomyosine et la troponine
contribuent a la transduction du signal d’activation de la machinerie contractile véhiculé par les ions
calcium. La titine, également appelée connectine, assure entre autres le lien entre les filaments épais
de myosine et la strie Z dans chaque demi-sarcomére et ainsi I'essentiel de la raideur passive du

sarcomere lui permettant de résister a I’étirement.

Anatomie fonctionnelle du muscle strié squelettique
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1.2.Le muscle strié squelettique : moteur du mouvement

La principale fonction du tissu musculaire est de permettre la stabilisation des segments du corps
humain lors du maintien de la posture et la mise en mouvement lors d’un exercice physique. Alors que
le tonus musculaire est de type réflexe, les mouvements volontaires sont sous le contréle du systéeme
nerveux somatique. Les motoneurones innervent les fibres musculaires jusqu’aux jonctions

neuromusculaires et transmettent I'influx nerveux de la commande motrice volontaire (Figure 4).

Terminaison nerveuse

Jonction neuromusculaire Vésicule d'acétylcholine

Fente synaptique

Sarcolemme —— Tubule T

Sarcoplasme —— — Réticulum sarcoplasmique

Figure 4 : Transmission du potentiel d’action a la cellule musculaire

La génération d’un potentiel d’action au niveau des plaques motrices entraine la dépolarisation de la
membrane de la cellule nerveuse et I'ouverture des canaux calciques voltage-dépendants présents.
L'influx de calcium (Ca?*) dans la cellule nerveuse déclenche la fusion des vésicules d’acétylcholine avec
la membrane et la libération du neurotransmetteur dans la fente synaptique. L'acétylcholine se lie a
des récepteurs canaux spécifiques, induisant un changement de la conformation du récepteur puis
I’ouverture du canal. Un flux d’ions sodium (Na*) dans la fibre musculaire produit une dépolarisation
de la membrane, qui, lorsqu’elle atteint une valeur seuil, induit I'ouverture de canaux sodiques,
générant ainsi un potentiel d’action. Ce potentiel d’action se déplace alors de proche en proche,
jusqu’aux tubules T qui, en se dépolarisant a leur tour, induisent une libération d’ions calcium du

réticulum sarcoplasmique vers le sarcoplasme.

Anatomie fonctionnelle du muscle strié squelettique
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a. Meécanisme de la contraction musculaire

Le raccourcissement des sarcoméres est permis grace aux myofilaments d’actine et de myosine qui
glissent les uns sur les autres. Cette « théorie des filaments glissants » implique la formation de ponts
actine-myosine par I'attachement des tétes de myosine sur le filament d’actinel’®. Les ions calcium
(Ca?*) libérés par le réticulum sarcoplasmique se fixent sur la troponine, induisant un changement de
conformation de la troponine et de la tropomyosine et permettant ainsi la libération des sites de
fixations de la myosine a I'actine. Le site de liaison spécifique présent sur la téte de la molécule de
myosine fixe I'adénosine triphosphate ou ATP (Figure 5). La myosine est alors dans un état de basse
énergie chimique. La téte de myosine posséde une enzyme, I’ATPase, qui catalyse la dégradation de
I’ATP. L’hydrolyse de I’ATP en ADP (Adénosine diphosphate) et en phosphate inorganique (Pi) permet
a la téte de myosine de passer en état de haute énergie chimique et de changer de conformation
spatiale. La téte de myosine peut alors se lier au site actif du filament d’actine. La formation des ponts
d’union induit alors la libération de I’ADP et du phosphate inorganique, générant I’énergie nécessaire

a la bascule de la téte de myosine.

(4) (3)

Figure 5 : Mécanismes de la contraction musculaire. (1) La concentration intracellulaire en ATP et en Ca®*
permet la fixation de [’ATP et le détachement des tétes de myosine. (2) L’ATPase hydrolyse I’ATP en ADP +
Pi et les tétes de myosine pivotent. (3) Les tétes de myosine se lient aux sites actifs de l’actine. (4) L énergie
libérée lors du détachement du Pi et de I’ADP entraine la bascule des tétes et le déplacement de I’actine

Anatomie fonctionnelle du muscle strié squelettique
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Le filament de myosine rattaché a 'actine exerce une force de I'ordre de 5 pico Newtons par téte de
myosine. A faible charge, la bascule des tétes de myosine permet un déplacement d’environ 5
nanometres, rapprochant les stries Z d’'un méme sarcomere et provoquant le raccourcissement de
toute 'unité contractile. La dissociation des ponts actine-myosine induite par la fixation de I'ATP et le
retour des tétes de myosine dans leur position initiale lors de I'hydrolyse de I'ATP permet ensuite
I'attachement de la myosine sur un autre site actif de I'actine. La formation successive de ponts et la
force générée par chaque bascule des tétes de myosine permettent le glissement continu des
myofilaments les uns sur les autres, rapprochant I'actine du centre du sarcomere jusqu’a la disparition
compléte de la zone H ou la longueur du sarcomere est minimale. La relaxation est permise lorsque le
calcium intracellulaire est repompé par les citernes terminales, abaissant la concentration en Ca?* dans

le cytoplasme et masquant de nouveau les sites de liaison de la myosine sur le filament d’actine.

b. Apporten ATP

L’apport en ATP peut étre assuré par deux grandes voies métaboliques en fonction de la disponibilité
en oxygene : la fermentation ou I'oxydation des substrats. Le métabolisme anaérobie comprend la
synthése d’ATP par dégradation de la phosphocréatine et par glycolyse. La voie oxydative du
métabolisme est assurée par les mitochondries au travers du cycle de Krebs permettant d'oxyder les
groupes acétyle, issus de la dégradation des glucides, des graisses et des protéines. Cette dégradation
génere de I'énergie sous forme d’électrons a haut potentiel de transfert et d'une molécule de GTP
(Guanosine triphosphate) ou d'ATP. Ces électrons peuvent ensuite circuler a travers la chaine
respiratoire pour permettre a leur tour la formation de molécules d'ATP supplémentaires par le

mécanisme de la phosphorylation oxydative.

c. Types de fibre musculaire

La myosine se présente sous trois principales isoformes caractérisées par leur activité ATPasique qui
permet de catégoriser les fibres musculaires (Figure 6)*3. Les fibres musculaires des mammiféres
présentent ainsi des propriétés différentes qui les distinguent en deux catégories : les fibres lentes et
les fibres rapides. Chaque muscle contient des proportions différentes de chaque type de fibres qui

déterminent sa capacité a produire de la force et a résister a la fatigue.

Les fibres lentes, souvent de petit calibre, sont riches en myoglobine et apparaissent de couleur rouge.

Aussi appelées fibres de type | ou slow-twitch, les fibres lentes sont incapables de se contracter

Anatomie fonctionnelle du muscle strié squelettique
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rapidement. Ces fibres présentent une forme lente de myosine ATPase et un réticulum sarcoplasmique
de faible dimension mais sont riches en mitochondries et présentent aussi une densité capillaire
élevée. Ces propriétés structurelles ne permettent pas de développer de hautes vitesses de
raccourcissement mais assurent une trés bonne économie dans le maintien d’une posture ou le
mouvement lent, et donc une grande résistance a la fatigue. Ainsi, les fibres lentes présentent
généralement des aptitudes aérobies importantes : pour assurer la production d’ATP, ces fibres
utilisent un métabolisme oxydant les substrats énergétiques en présence d’oxygéne. Cette faculté
permet aux fibres lentes d’assurer un apport énergétique continu lors d’activités peu intenses mais de

longue durée.

— Type |IB

Type IIX

Type lIA

Figure 6 : Marquage histologique de [’activité ATPasique et détermination de la typologie des fibres d’un
muscle humain. A pH=4.6, les fibres de type I a ['activité ATPasique faible apparaissent en noir, les fibres 114
apparaissent pdles, les fibres 1IB sont de couleur intermédiaire et les fibres IIC/ILX apparaissent plus foncées
que les IIB. Neuromuscular Disease Centre, Washington University, St. Louis, USA.

Les fibres rapides, de moyen a gros calibre, apparaissent blanches car elles sont pauvres en
myoglobine. Les fibres rapides, ou fast-twitch, se distinguent en deux sous-groupes : les fibres de type
[IA et de type IIB. On trouve aussi dans la littérature les fibres 11X, décrites comme intermédiaires des
deux principaux sous-groupes. La myosine ATPase présente dans les fibres rapides permet une vitesse
de contraction 5 a 6 fois plus élevée que dans les fibres lentes. Les fibres rapides présentent un
réticulum sarcoplasmique tres développé, a I'origine d’une libération rapide et importante du calcium
au moment de la contraction. Contrairement aux types |, les fibres Il sont moins endurantes et
sollicitent plus le métabolisme anaérobie pour produire I’ATP. Une fois les faibles réserves musculaires
en ATP épuisées, la resynthése d’énergie est principalement assurée par la dégradation de la

phosphocréatine musculaire et du glycogene contenu dans le muscle et dans le foie. Selon la loi

Anatomie fonctionnelle du muscle strié squelettique
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d'Henneman®®, les fibres rapides sont progressivement recrutées en fonction de lintensité de
I’exercice, si bien que ces derniéres sont impliquées dans les exercices supramaximaux, c’est-a-dire

d’intensités supérieures a la puissance maximale aérobie.

d. Propriétés de I'action musculaire

On distingue trois types d’action musculaire : concentrique, statique et excentrique. Dans quasiment
tous les mouvements du quotidien, chaque modalité intervient tour a tour pour assurer la globalité de
I'action entreprise. La différence entre les modes de contraction est mécanique : un mouvement
concentrique fait appel au raccourcissement du muscle, alors que sa longueur ne varie pas ou peu lors
d’une contraction statique (ou isométrique) et qu’elle augmente lors d’'un mouvement excentrique

(Figure 7).

Concentrique Isométrique Excentrique

Figure 7 : Types de contraction musculaire. Le raccourcissement du muscle en concentrique permet de
rapprocher ['une de [’autre les extrémités distale et proximale, tandis qu 'une contraction isométrique permet
de produire une force sans variation de longueur. En excentrique, [’allongement du muscle permet de résister
a l’éloignement des extrémités distale et proximale.

La contraction musculaire se produit par le glissement des filaments de myosine sur le filament
d’actine, rapprochant les deux extrémités du sarcomeére. Le déplacement des filaments d’actine vers
le centre du sarcomere fait disparaitre la bande H (Figure 8). La tension exercée varie en fonction de
la longueur du sarcomere, de sorte que le développement d’'une force maximale s’obtient a une

longueur dite « optimale » du muscle.

Cette propriété intrinséque du muscle de produire une tension différente en fonction de la longueur
du sarcomére définit la relation tension-longueur. La longueur du sarcomere est en effet directement

reliée au nombre de ponts actine-myosine qu'’il est possible de former : plus le sarcomere est raccourci,

Anatomie fonctionnelle du muscle strié squelettique
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plus I'encombrement stérique est important. L'étirement du sarcomere permet de libérer des sites de

liaison et consécutivement d’augmenter les interactions entre les deux myofilaments.
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Figure 8 : Relation tension-longueur du sarcomere

Les capacités de production de force different aussi en fonction du mode et de la vitesse de
contraction. Ces propriétés mécaniques du muscle sont modélisables par la relation force-vitesse
(Figure 9). La contraction statique permet la production d’'une force sans mouvement : le muscle
résiste a une force externe trop importante pour permettre le déplacement des filaments les uns sur
les autres. Les ponts entre actine et myosine se forment, générant une tension a vitesse nulle, sans
raccourcir la longueur des unités contractiles. A vitesse nulle, on obtient ainsi la tension maximale
isométrique. La tension maximale développée en contraction isométrique est supérieure a la force
générée en mode concentrique. Lors d’'une contraction concentrique, il existe une relation inverse
entre la vitesse de raccourcissement du muscle et la tension générée, de sorte que plus la vitesse

augmente, moins la force produite est importante.

La contraction excentrique refléte la capacité du muscle a générer une force lors de son allongement.
Les ponts actine-myosine se forment alors pour résister a une charge externe qui éloigne 'un de I'autre
deux segments séparés par une articulation. Ce mode de contraction particulier permet de générer de
trés hauts niveaux de force : en étirant les sarcomeéres, le nombre de sites de liaison entre les deux
filaments augmente, diminuant 'encombrement stérique et permettant a un grand nombre de ponts

actine-myosine de se former. De la méme facon il est possible d’augmenter la force concentrique
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produite en étirant préalablement le muscle, augmentant le nombre de liaisons possibles entre I'actine

et la myosine.

Force

Excentrique Concentrique

Vitesse

Figure 9 : Relation force-vitesse du muscle strié squelettique en fonction du type de contraction

1.3. Autres fonctions du systeme musculaire squelettique

Le systeme musculaire squelettique est un des tissus les plus plastiques du corps humain, capable de
s’adapter continuellement au milieu qui I'entoure. La masse musculaire squelettique représente
environ 40 a 50 % du poids corporel de I’'Homme, faisant de ce tissu le plus grand réservoir protéique
du corps humain. Si les muscles striés squelettiques assurent principalement les mouvements
volontaires et donc la locomotion, ils ont de nombreuses fonctions a I’échelle de I'organisme entier.
De par leur relation avec le systeme squelettique, une des fonctions du muscle est ainsi de maintenir
la posture et d’assurer la stabilité du squelette et des articulations. Par ailleurs, en tant que composant
majoritaire du corps, le tissu musculaire est responsable de la plus grande partie de la dépense
énergétique basale. Le muscle est en effet une plaque tournante du métabolisme énergétique pouvant
étre lié a I'apparition de maladies métaboliques. Le tissu musculaire est le lieu principal d’utilisation
du glucose et par conséquent, un régulateur majeur de I’homéostasie glucidique. La santé du tissu
musculaire a ainsi une influence directe sur la sensibilité a I'insuline et les capacités de transport du

glucose.
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2. Réponses a I'exercice chronique

La propriété la plus remarquable du tissu musculaire réside dans sa faculté a s’adapter continuellement
a son environnement. En effet, la masse musculaire est constamment régulée en réponse a différents
stimuli, comme la charge mécanique qui lui est imposée, les facteurs de stress et de croissance, ainsi
que I'état nutritionnel. L’exercice physique constitue une contrainte mécanique imposée au muscle et
deés lors que cet exercice est pratiqué de maniere chronique, sous forme d’entrainement, le tissu
musculaire s’adapte pour mieux répondre aux sollicitations qui lui sont imposées. Ces adaptations
physiologiques a I'exercice chronique se traduisent, in fine, par une augmentation des capacités
musculaires et donc des performances. Les adaptations a I'exercice different en fonction du mode de
contraction (concentrique, isométrique et excentrique) mais aussi du type d’exercice (résistance et

endurance).

2.1. Adaptations a I'entrainement en résistance

L’exercice en résistance est un effort de courte durée qui implique de mettre en mouvement une
charge externe ou d’y résister, comme le fait de soulever un poids ou d’étirer une bande élastique. En
réponse a la demande de production de force, cette modalité d’exercice sollicite un recrutement
important de fibres a dominante rapide dont le métabolisme est principalement glycolytique. En aigu,
on note une augmentation de la demande en oxygene, une élévation de la fréquence et du débit

cardiaque ainsi qu’une vasoconstriction périphérique des tissus non sollicités.

Répété de maniere chronique, I'entrainement en résistance permet d’améliorer la production de force
et la puissance musculaire en augmentant la surface des fibres et en modifiant leur typologie. La
réponse musculaire a l'entrainement en résistance dépend des contraintes mécaniques et
métaboliques imposées au muscle. En s’adaptant a ce niveau de contrainte, le tissu musculaire vise a
diminuer le stress cellulaire lors d’expositions futures a |’exercice en résistance. La fréquence,
I'intensité et le groupe musculaire sont autant de facteurs qui ont une influence sur I'amplitude des
adaptations*. De la méme facon, pour un méme entrainement, le genre, I’age, la génétique, le mode
de vie, le stress et I'alimentation pourront faire varier les réponses a I'entrainement d’un individu a

I'autre®.
a. Phénotype musculaire

La pratique d’un entrainement en résistance stimule I'anabolisme musculaire menant a I’hypertrophie
des muscles sollicités. Les adaptations phénotypiques a I'entrainement en résistance peuvent étre

spectaculaires chez I'athléte et particulierement chez les haltérophiles. Ce type d’adaptation requiert
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cependant des années de pratique et demande une rigueur extréme dans I’entrainement. Les muscles
du haut du corps sont généralement les plus hypertrophiési?®. Les phénotypes les plus extrémes sont
atteints par des hommes jeunes. Les gains de masse musculaire sont souvent plus modestes chez les

femmes et tendent a diminuer avec I’4ge®®.

b. Hypertrophie des fibres et typologie

La prise de masse musculaire est consécutive a 'augmentation de la taille des fibres préexistantes sans
que le nombre de myofibres ne varie réellement'*. L’augmentation de la taille d’un muscle se fait
grace a la synthese de nouvelles protéines myofibrillaires qui conduit a une augmentation du contenu
protéique et de la surface des fibres (Figure 10). L’entrainement en résistance est ainsi a I'origine d’'une
synthése accrue des filaments d’actine et de myosine amenant a une augmentation du volume des

11,246,249 L'

fibres expansion de la machinerie contractile passe par I'ajout de sarcoméres, principalement

en parallele, qui permet I'augmentation des capacités de production de force. Ces modifications en

lien avec I'entrainement en résistance sont particulierement visibles dans les fibres de type 114%°,

Figure 10 : Imagerie par résonnance magnétique (IRM) du vaste médian oblique (VMO). La coupe
transversale de la cuisse avant (Pre) et aprés (Post) un entrainement en résistance permet de
distinguer [’hypertrophie du VMO induite par [’exercice chronique. D aprés Wong et al., 2009.

Si la typologie musculaire est déterminée génétiquement lors de la croissance, I'entrainement en
résistance est un stimulus capable de I'influencer®®. Ainsi, sur le long terme, les fibres de type lIX, au
phénotype glycolytique, peuvent étre converties en type lIA, plus oxydatif*°. Ce changement de
typologie s’accompagne alors d’'une augmentation de la densité mitochondriale, de la vascularisation

et de I'activité des enzymes oxydatives permettant d’augmenter la résistance a la fatigue des groupes
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musculaires soumis a I'entrainement en résistance®”. Les études chez 'Homme s’intéressant a la
modification de la typologie des fibres restent cependant fortement dépendantes de la nature méme
des programmes d’entrainement en résistance. Dans de nombreuses études, aucun changement
typologique n’a été mis en évidence, et ce quelques soient les parametres d’exercice comme
I'intensité, la fréquence ou la durée d’entrainement®®. Seule la vitesse de contraction semble détenir
un réle majeur dans le changement typologique des fibres en réponse a I'entrainement, avec une

augmentation de la proportion en fibres rapides de type [|A12116:449,

C. Modifications structurales

L’hypertrophie d’un muscle requiert des modifications dans sa structure qui n’interviennent pas dans
les phases précoces de I'entrainement. Parmi les composants clés de la relation force-vitesse d’un
muscle, on retrouve la longueur des fibres et 'angle de pennation des faisceaux musculaires®*. Ce
dernier correspond a l'orientation des fascicules musculaires par rapport a I'aponévrose, lieu de
rattachement du muscle avec les structures tendineuses. La surface de section d’'un muscle, et ainsi
ses capacités de production de force, est principalement déterminée par I'angle de pennation?*. Par
ailleurs, la vitesse de contraction d’'un muscle dépend aussi de la longueur des fibres. L'ajout de

131 et modifier la transmission de la force

sarcomeres en paralléle peut augmenter I'angle de pennation
produite. Lorsque I’hypertrophie est tres importante, I'augmentation excessive de l'angle de
pennation provoque la diminution de la force produite par unité de surface®. A [linverse,
I'augmentation de la taille ou de la densité des myofibres peut avoir lieu sans changement de
I'architecture musculaire et augmenter les capacités de production de force par unité de surface!*.

Une partie des gains de force précoces induits par I'entrainement en résistance semble provenir de ce

phénoméne.

Pour supporter I'augmentation des forces produites, la raideur des tendons augmente grace au
remodelage des tissus conjonctifs et a 'augmentation de leur contenu en collagéne réticulé®,
L’augmentation de raideur des tendons a pour conséquence d’augmenter les capacités de production

de force du muscle en optimisant la transmission des forces?4,

d. Cellules satellites

Les cellules souches musculaires, aussi appelées cellules satellites, ont un réle majeur dans la

régénération du tissu musculaire [ésé. Une fois activées, elles proliferent, se différencient et fusionnent
avec les fibres musculaires existantes. Les cellules musculaires, plurinucléées, peuvent ainsi voir leur
nombre de noyaux varier avec le temps et les conditions mais les mécanismes précis de ces

phénomeénes restent a éclaircir. En réponse a I'entrainement en résistance, plusieurs études chez
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I'Homme ont montré une augmentation de I'activation de ces cellules et/ou une augmentation de
nombre de noyaux 224264433 |’ajout de nouveaux de noyaux au cours de I’hypertrophie musculaire
par la fusion des cellules satellites permet d’augmenter le volume cytoplasmique?*3? (Figure 11).
Cependant, il est pour I'heure difficile d’affirmer quelle part de I'activation des cellules satellites
participe a I'hypertrophie induite par I’entrainement en résistance et laquelle provient d’un processus
de régénération de microlésions musculaires provoquées par les hauts niveaux de force produits?*82,
Il semble aussi que I'activation des cellules satellites apres I'exercice en résistance soit dépendante de
son intensité?®. Le contenu en cellules satellites augmente principalement dans les fibres rapides
tandis qu’il semble peu affecté dans les fibres lentes, ces mémes fibres rapides participant davantage

a la réponse hypertrophique du muscle*,

Quiescence Activation Prolifération Différenciation Fusion

\ Ajout de nouveaux noyaux /
Exercice en résistance =2  Hypertrophie des fibres

Prise de masse musculaire

Figure 11 : Role des cellules satellites dans [’hypertrophie induite par [’entrainement en résistance

e. Adaptations nerveuses

L’exercice en résistance génere des adaptations musculaires et nerveuses facilitant le recrutement
spatio-temporel des unités motrices et s’avere étre le plus efficace pour développer la force
musculaire. Les adaptations nerveuses expliquent une partie de ces gains de force et interviennent de
facon précoce®?. C’est le recrutement des fibres lors de la contraction musculaire qui joue ici un réle
fondamental'?®, Les unités motrices du muscle sont d’ordinaire recrutées de facon asynchrone et ne
sont ainsi pas activées simultanément. L’entrainement en résistance permet I'augmentation de cette
synchronisation dans le recrutement des unités motrices. Un nombre plus élevé d’unités motrices est
alors activé simultanément, permettant de développer des forces supérieures. De méme, la
modification de la fréquence de décharge des unités motrices semble permettre I'augmentation des
capacités de production de force*2. Cette adaptation requiert la modification morphologique de la
jonction neuromusculaire mais reste un mécanisme marginal. Le systéme musculaire s’adapte aussi en
optimisant I'activation des muscles sollicités3*®. Chaque muscle posséde un antagoniste homolatéral

et un synergiste (agoniste) controlatéral. L’entrainement en résistance permet ainsi d’améliorer la
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coordination entre muscles agonistes et synergistes pour optimiser a la fois le moment de force et la
stabilité de I'articulation. La contraction du muscle agoniste implique la relaxation de son antagoniste.
Ainsi, une partie des gains de force s’explique par la meilleure coopération entre muscles agonistes,

synergistes et antagonistes lors de I'exécution du mouvement.

f. Meétabolisme anaérobie

L’entrainement en résistance provoque un stress métabolique suffisant pour induire une amélioration
du métabolisme musculaire dans son ensemble, avec d’une part la biodisponibilité des substrats, et
d’autre part l'activité des acteurs moléculaires nécessaire a leur métabolisation en énergie. Les
premiers moments d’effort font appel a l'utilisation des stocks intramusculaires d’ATP et a la
production d’ATP a partir de la phosphocréatine musculaire (systeme ATP-PCr). La créatine kinase
catalyse la rupture de la liaison phosphoamide entre la molécule de créatine de son phosphate,
libérant du phosphate inorganique (Pi) et de I'énergie (Figure 12). Cette énergie est recyclée pour lier
le Pia une molécule d’ADP, générant de fait de I'ATP directement mobilisable par la cellule musculaire.
Les stocks de phosphocréatine permettent seulement d’assurer une partie de I'apport énergétique en

ATP lors des premieres secondes d’exercice.

Créatine

hl
é

-
[ Phosphocréatine (PCr) ]———) Energie <

Figure 12 : Systeme ATP — Phosphocréatine

La continuité de I'apport en ATP lors d’un effort en résistance est assurée par le systeme glycolytique.
La génération d’énergie est réalisée par hydrolyse du glucose (glycolyse). L'insuline a alors un role
majeur dans le déstockage du glucose hépatique vers la circulation sanguine. Ce systeme beaucoup
plus complexe fait aussi appel a des transporteurs spécifiques pour permettre le transfert du substrat
de la circulation sanguine vers la cellule musculaire, les glucose transporters (GLUTs). Le glucose est

aussi stocké directement dans le tissu musculaire sous forme de glycogéne, assurant en partie I'apport
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des substrats lors de la glycolyse, mais peut constituer un facteur limitant la durée de I'effort. L’activité
des enzymes glycolytiques au sein de la cellule musculaire est aussi déterminante de I'efficacité du

systeme.

L’entrainement en résistance permet d’optimiser les systémes suppléant la demande énergétique des
premiers moments d’effort. En conséquence, 'activité des enzymes glycolytiques et le contenu en
glycogéne sont augmentés alors que les concentrations intracellulaires en ATP et en phosphocréatine
demeurent presque inchangées?!. Lors de I'exercice, I'apport en glucose augmente fortement dans

les muscles sollicités**. Ce stress métabolique permet d’augmenter la sensibilité a I'insuline3%206:274

et
la quantité de transporteurs transmembranaires du glucose®. L’exercice chronique en résistance
permet ainsi de promouvoir particulierement le métabolisme glycolytique en améliorant le débit de la

glycolyse.

Le tissu musculaire dans sa globalité s’adapte spécifiquement a I'exercice en résistance pratiqué de
facon chronique. L'ensemble de ces adaptations, permettant de parvenir a une meilleure capacité de

production de force, est résumé dans la Figure 13.
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)& Adaptations a I'entrainement en résistance
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Figure 13 : Adaptations du tissu musculaire a [’entrainement en résistance

2.2. Adaptations a I'entrainement en endurance

Les exercices d’endurance se définissent comme des efforts de charge faible a modérée qui se

maintiennent dans le temps. Ce type d’exercice implique principalement le métabolisme aérobie au
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travers d’'un nombre de contractions élevé favorisant le recrutement des fibres de type I. L'exercice
d’endurance met en jeu de grands groupes musculaires dans des activités dynamiques comme le
pédalage, augmentant le rythme cardiaque et la dépense énergétique aérobie. L'exercice d’endurance
entraine, en aigu, une augmentation de la consommation d’oxygene, de la pression artérielle, de la

fréquence et du débit cardiaque pour suppléer a la demande aérobie.

Répétée de maniere chronique, cette modalité d’exercice permet des adaptations musculaires visant
a améliorer la capacité de transport et d’utilisation de I'oxygéne, comme la capillarisation musculaire,
la densité mitochondriale et I'activité des enzymes oxydatives. Ces adaptations du tissu musculaire
aboutissent, in fine, a augmenter la résistance a la fatigue des groupes musculaires sollicités. En
impliqguant de maniére quasi exclusive les fibres a dominante lente, I'exercice aérobie n’est en
revanche pas autant efficace que I'entrainement en résistance pour augmenter la capacité de
production de force et de puissance musculaire. La sollicitation aérobie chronique peut parfois induire
I’hypertrophie des fibres, mais de facon limitée par rapport a I’exercice en résistance. Les adaptations
majeures a I'endurance chronique concernent a la fois le systeme cardiovasculaire et les tissus
périphériques pour permettre d’optimiser la capacité aérobie et donc I'aptitude a soutenir des efforts
de plus en plus longs?’*38, La charge de travail, la fréquence des entrainements et leur durée
conditionnent directement les adaptations a I'entrainement en endurance. Il existe aussi des facteurs
interindividuels impactant I'amélioration de I'efficacité biomécanique du tissu musculaire, comme le

sexe, I'age, la génétique ou encore I'alimentation®4%154,

a. Aptitude aérobie

Les réponses cardiovasculaires a |’exercice influencent de facon importante les capacités d’adaptations
du tissu musculaire a 'endurance. Parmi ces déterminants, on peut citer I'élévation du débit cardiaque,
de la pression artérielle et des résistances périphériques permettant d’assurer un apport suffisant en
oxygene et en substrats énergétiques aux muscles sollicités. La résultante principale de ces adaptations
cardiovasculaires a I’'entrainement en endurance est I'augmentation de la consommation maximale en

oxygene (VOzmax).

L’entrainement de type aérobie favorise la genese de nouveaux vaisseaux (angiogenese) menant a une
augmentation locale de la densité capillaire (Figure 14). La capacité de I'organisme a transporter et a
diffuser I'oxygene dans le tissu musculaire retarde I'apparition de la fatigue musculaire lors d’un effort
prolongé!®3, La synthése d’hémoglobine, de globules rouges et de myoglobine augmente les capacités
de transport et de diffusion de I'oxygene vers les tissus sollicités. Ces adaptations au niveau systémique
s’accompagnent d’adaptations locales du tissu musculaire visant a augmenter, d’une part, I'efficacité

énergétique de I'organisme, et d’autre part, sa résistance a la fatigue.
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Figure 14 : Evaluation de la densité capillaire avant (a gauche) et aprés (a droite) un entrainement en
endurance. Les vaisseaux capillaires marqués a la phosphatase alcaline puis au jaune de métanile sont visibles
en noir alors que les fibres musculaires apparaissent jaunes. L entrainement en endurance augmente la densité
de ces capillaires par angiogenése. D apres Prior et al., 2004.

b. Efficacité mécanique

La raideur des complexes muscle-tendons détermine I'efficacité de la transmission des forces et du
stockage-restitution d’énergie élastique lors du mouvement. La raideur de la matrice extracellulaire et
des tendons posséde un réle déterminant dans le stockage et la restitution de I'énergie élastique lors
de la course ou des sauts. L'amélioration de la raideur active permet de diminuer les temps de contact
au sol et consécutivement d’améliorer I’économie de course'”*?*. Chez les athlétes élites, la raideur du
complexe muscle-tendon est supérieure a celle d’'une population moins active®?, La titine, protéine
dont le premier réle décrit était d’ordre structurel, semble aussi contribuer a la génération passive de
force mécanique dont la restitution de I'énergie élastique emmagasinée au cours des phases de mise

sous tension'®.

Le colit énergétique de la locomotion dépend aussi de I'efficacité de la contraction musculaire. Il a été
démontré que le recrutement des unités motrices lors de la course variait en fonction du niveau
d’entrainement®®3%, || semble ainsi que I'entrainement en endurance favorise la coactivation des
muscles agonistes et le recrutement des fibres de type IIA, moins sensibles a la fatigue que les autres
fibres rapides®?. Afin de répartir la charge de travail, 'exercice en endurance favorise le recrutement
des unités motrices de fagon asynchrone, retardant I'apparition de la fatigue. En augmentant a la fois
la raideur du complexe muscle-tendon, la restitution de I'énergie élastique et en optimisant la
contraction musculaire et permet I'amélioration des capacités individuelles en dehors de toute

adaptation des fibres musculaires elles-mémes.

Réponses a I'exercice chronique



Page |24

e Hypertrophie des fibres et typologie

177 et

L'augmentation de la masse musculaire induite par I'’endurance chronique demeure modeste
concerne uniquement les muscles moteurs importants comme le quadriceps dans le cadre d’activités
de pédalage a une intensité élevée®®. Il est désormais établi que la pratique d’une activité de ce type
n’induit généralement pas, ou tres peu, d’hypertrophie du muscle strié squelettique. Comme pour
I’entrainement en résistance, les résultats sur le changement typologique des fibres en réponse a
I’endurance chronique sont controversés. Plusieurs études ont mis en évidence une augmentation de

la proportion de fibres de type | au détriment de la proportion de fibres rapides'®44° mais les facteurs

déterminant ces adaptations et les mécanismes sous-jacents restent a établir.

Par ailleurs, des avancées notables dans le marquage des myosines ATPases rendent réductrice la
catégorisation en fibres lentes et rapides. En effet, si I'expression des isoformes de myosine permet de
distinguer 3 principaux sous-types chez les petits mammiferes (1, lIA, 1IB), les fibres sont pour la plupart
hybrides et expriment plusieurs isoformes a la fois, rendant leur catégorisation relativement arbitraire.
En identifiant directement par histochimie la myosine ATPase d’une fibre donnée, il est possible de
différencier 7 types de fibres différents en fonction de l'intensité du marquage et du pH. Cette
technique reste cependant peu fréquemment utilisée et la majeure partie des études continuent

d’utiliser les 3 isoformes de chaines lourdes de myosine pour évaluer la typologie musculaire®®,

d. Meétabolisme oxydatif

Parmi les adaptations majeures permettant d’augmenter la résistance a la fatigue du muscle strié
squelettique, on note une augmentation de la biogenése mitochondriale et de I'activité des enzymes
oxydatives. Au sein du tissu musculaire, la mitochondrie représente le principal organite responsable
de la synthese d’ATP grace a la chaine de transport des électrons et au complexe ATP synthase.
L’entrainement en endurance permet d’augmenter a la fois la densité mitochondriale mais aussi
I'activité des enzymes qui controlent l'efficacité de la synthése d’ATP a partir des substrats

énergétiques en condition aérobie®’*.

Ces adaptations locales vont de pair avec une augmentation des capacités de transport de I'oxygéne
au sein du systéme cardiovasculaire®®®, Ce couplage permet consécutivement une meilleure utilisation
du pyruvate par oxydation, diminuant la production ainsi que I'accumulation de protons générés par
le métabolisme anaérobie et contribuant a la fatigue musculairel®. L’amélioration de I'utilisation
cellulaire des lipides par oxydation est concomitante avec la réduction du débit énergétique des voies

métaboliques associées aux carbohydrates.
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L’augmentation de la densité mitochondriale (Figure 15) en réponse a I’entrainement en endurance
nécessite I'activation de PGC-1a (Peroxisome proliferator-activated receptor-gamma coactivator 1
alpha), connu comme un régulateur majeur de la biogenese des mitochondries. Son expression
s’accompagne de l'augmentation de différents marqueurs comme p53, régulant la fonction
mitochondriale?®®, ou encore PHF20 (PHD finger protein 20), qui posséde un réle stabilisateur de p53

et inducteur de son expression®.

Figure 15 : Augmentation de la taille et de la densité mitochondriale en réponse a l’entrainement en endurance
visualisée par microscopie a transmission électronique. La densité et la taille des mitochondries sont majorées
dans un muscle soumis a un entrainement en endurance, a droite, comparé a un muscle sédentaire, a gauche.
D’apres Picard et al., 2013.

La densité et I'activité mitochondriale sont aussi majoritairement évaluées par I'activité de la citrate
synthase (CS) ou de la cytochrome c oxydase (COX). Selon les modalités d’entrainement, on assiste a
une augmentation de la densité et/ou de la respiration mitochondriale*®. Les études chez 'Homme
restent limitées mais suggeérent que l'intensité de I'entrainement influence principalement I’activité
mitochondriale tandis que le volume d’entrainement a davantage d’'impact sur la densité

mitochondriale®®°.

L’exercice d’endurance répété de maniere chronique est aussi associé a un meilleur stockage des
triglycérides intramusculaires augmentant la biodisponibilité des substrats du métabolisme oxydatif
utilisés dans la mitochondrie. Parallelement, ce sont aussi les capacités de transport des substrats

39,345 Par

extra-musculaires qui sont améliorées grace a la synthése de transporteurs spécialisés
exemple, on note une augmentation des capacités de transport du glucose et des acides gras de la
circulation sanguine vers les cellules musculaires. L’'endurance est ainsi associée a une augmentation
des niveaux des transporteurs membranaires comme GLUT4 (Glucose Transporter 4) et de FAT (Fatty
Acid Translocase)'’’. Enfin, la déplétion des stocks de glycogéne intramusculaires est un facteur
critique de la fatigue musculaire. Les changements provoqués par |'entrainement en endurance au
profit du métabolisme oxydatif permettent de conserver de hauts niveaux de glycogéne

intramusculaire retardant 'apparition de la fatigue®*1”’,
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Les adaptations a I'exercice en endurance pratiqué de facon chronique concernent le tissu musculaire
dans sa globalité. L’ensemble de ces adaptations, permettant d’augmenter la capacité de I'organisme

a soutenir un effort de plus en plus long et intense, est résumé dans la Figure 16.

v Adaptations a I'entrainement en endurance
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Figure 16 : Adaptations du tissu musculaire a [’entrainement en endurance

Si, d’une maniére générale, |'exercice possede un effet bénéfique sur la fonction du tissu musculaire,
les adaptations different en fonction du type d’entrainement. Tandis que I'entrainement en résistance
est plus a méme d’augmenter les capacités de production de force, I'entrainement en endurance
améliore la résistance a la fatigue. Ces adaptations spécifiques a chaque modalité d’exercice pratiquée

de facon chronique sont résumées dans la Table 1.

Hypertrophie des fibres Augmentation de la densité capillaire et mitochondriale
Augmentation de la force et de la puissance Augmentation de la résistance a la fatigue

Amélioration de la transmission de force Amélioration de I’économie de course

Augmentation de la vitesse de contraction Augmentation de I'apport en oxygene (VO2max)
Amélioration du métabolisme anaérobie Amélioration du métabolisme aérobie

Table 1 : Spécificités des adaptations a I’entrainement en résistance et en endurance
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2.3. Adaptations a I'entrainement combiné

Il est communément accepté que l'exercice soit catégorisé d’effort en résistance ou d’effort en
endurance en fonction du niveau de charge et de la durée d’exercice, mais I'exercice en résistance ou
en endurance « pur » est extrémement rare. La majorité des activités physiques s’apparente a un type
d’exercice dominant mais comprend finalement résistance et endurance. L'entrainement combinant
volontairement endurance et résistance est appelé entrainement combiné. Tout comme chaque type
d’exercice est associé a des réponses physiologiques spécifiques, I'exercice combiné entraine des
adaptations qui lui sont propres. Peu d’études se sont intéressées aux réponses physiologiques aigues
a I'exercice combiné, quelques-unes mettant en évidence une augmentation de la consommation
d’oxygéne post-exercice®**34, La réponse aigue a I'exercice combiné est dépendante de I'ordre dans
lequel les exercices d’endurance et de résistance sont réalisés. Lorsque I'exercice d’endurance est
réalisé avant I'exercice de résistance, la force maximale est réduite de I'ordre de 10%'%3%_ A Iinverse,
en réalisant I'exercice de résistance en premier, aucune diminution de la force maximale n’a été mise
en évidence®?. Cet effet, connu sous le nom « d’effet d’interférence », s’accentue lorsque I'exercice

combiné est pratiqué de maniere chronique.

a. Effet d’interférence

Dans les années 80, le Dr. Hickson a comparé les effets d’'un entrainement en résistance ou en
endurance seul avec un programme d’exercice combiné sur I'aptitude aérobie et la force des membres
inférieurs!®. Ses observations ont fait état d’une moindre augmentation de la force aprés un
programme combiné par rapport a un entrainement en résistance, tandis que I'amélioration de
I"aptitude aérobie ne différait pas en comparaison a un entrainement en endurance seul. Depuis, il est
établi que lorsque les deux types d’exercice sont combinés au cours de I’'entrainement du sujet sportif,
une compétition entre les adaptations propres a chaque type d’effort opere et donne lieu a un
phénomeéne d’interférence biologique au sein de tissu musculaire. Celui-ci se traduit par des
adaptations neuromusculaires moins prononcées tandis que la puissance aérobie ne semble pas

affectée.

Ainsi, il apparait que I'entrainement en endurance limite le développement de force induit par
I’entrainement en résistance sur le méme groupe musculaire (Figure 17). A l'inverse, il semble que
I’entrainement en résistance ne limite pas les gains de puissance et d’aptitudes aérobies chez le sujet
entrainé, et pourrait méme étre bénéfique sur la fatigabilité des muscles sollicités lorsque la quantité
de travail en endurance ajoutée est légere. La méta-analyse de Wilson et al. suggere que l'effet

d’interférence n’opére pas de facon systématique lors d’un entrainement combiné, I'augmentation de
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la force n’étant pas toujours significativement différente par rapport a un entrainement en

résistance*°.

< suoneydepe sap 331d1109ds ]

Figure 17 : Effet d’interférence sur le développement de force lors de [’entrainement combinant exercices
d’endurance et de résistance

b. Facteurs favorisants

Plusieurs facteurs influent sur le phénomene d’interférence comme le volume de travail, I'ordre des
séances ou le temps de récupération. Un volume de travail important, la pratique de I'exercice en
endurance avant I'effort en résistance et un temps de repos court semblent favoriser le phénoméne
et limiter les gains de production de force3*. ’analyse des études menées chez ’'Homme met en
évidence d’autres facteurs influencant I'amplitude du phénoméne d’interférence, comme le mode
d’exercice en endurance. La course a pied est associée a un phénomene d’interférence impactant la
prise de force et de masse musculaire des jambes, ce qui n’est pas le cas avec les sports de cycle*°,
Enfin, la méta-analyse révele que I'amplitude de I'interférence dépend principalement du volume et
de l'intensité des exercices d’endurance. Lorsque I'intensité est élevée, la charge de travail haute et
que les exercices sont longs, la pratique de I'endurance inhibe I'augmentation de la force

musculaire'®voire I'hypertrophie du muscle?®3.

Si plusieurs mécanismes potentiels ont été avancés pour expliquer I'effet d’interférence, le manque
de données mécanistiques rend difficile la compréhension compléte du phénomeéne et des facteurs
déterminant son amplitude. Dans |'élaboration des programmes d’exercice combiné, les facteurs

décrits précédemment comme favorisant |'effet d’interférence sont pris en considération.
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& Programmes continus

Lorsque |'exercice combinant endurance et résistance dans la méme session est pratiqué de fagon
chronique, les adaptations physiologiques different en fonction de la séquence des exercices.
L’optimisation de la force requiert la pratique des exercices de résistance avant les exercices
d’endurance!®?8, En revanche, I'ordre des exercices ne semble pas avoir d’'impact sur les réponses
hypertrophiques et cardiovasculaires!®>?%, Le temps de récupération entre deux séances consécutives
joue un rdle primordial’®>?88, Les fréquences d’entrainement élevées semblent favoriser la fatigue
neuromusculaire et engendrer une diminution des capacités de production de force comme dans le

cas du surentrainement%>28,

Les adaptations nerveuses a I'entrainement combiné semblent aussi dépendre de I'ordre des exercices
de résistance et d’endurance. A la fin d’un programme de 12 semaines, Eklund et al.2” ont relevé une
augmentation significative du niveau d’activation du vaste latéral lorsque les exercices de résistance
étaient systématiquement réalisés en premier, ce qui n’était pas le cas dans |'ordre inverse. D’autres
études ont corroboré ces observations, indiquant une Iégéere inhibition neuronale de la contraction
maximale volontaire lorsque I'exercice d’endurance précede I'exercice de résistance au cours d’un
programme combiné, méme lorsque les capacités de production de force ne sont pas impactées>2.
L’optimisation de la production de force nécessiterait ainsi la pratique des exercices de résistance en
amont des exercices d’endurance et serait liée a un meilleur couplage neuromusculaire sans

changement structurel ou morphologique®3.

d. Programmes discontinus

Afin d’éviter ce phénomene d’interférence au cours d’un entrainement combiné, il a été suggéré de
pratiquer les exercices d’endurance et de résistance sur des sessions distinctes. Les programmes
d’exercice combiné « discontinus » ou « périodisés » impliquent I'alternance de séances de résistance
ou d’endurance. La séparation temporelle des deux modes d’exercice pourrait réduire la fatigue
neuromusculaire induite. Les études a ce sujet sont encore peu nombreuses, mais il a été démontré,
chez le sujet non entrainé, que la répartition des exercices d’endurance et de résistance sur des jours
alternés permettait de meilleurs gains de force3®*. Les bénéfices amenés sur la production de force par
des temps de récupération importants entre les deux modes d’exercice ont récemment été mis en
avant. Cette derniére étude établit qu’un temps de récupération d’au moins 6 heures est requis entre
les exercices de résistance et d’endurance, et que ce temps de repos nécessaire est porté a 24 heures

entre deux sessions d’endurance3*.
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Les adaptations cardiorespiratoires a I'exercice combiné semblent d’autant plus sensibles a ces temps
de récupération. En effet, il a été montré qu’un programme d’exercice combiné discontinu pouvait
doubler 'amplitude des améliorations de I'aptitude aérobie comparé a un programme continu38° ||
est a noter qu’au cours de ces études, ni I'évolution de la force, ni celle de la masse musculaire ne
différait entre les deux programmes. Cependant, le groupe présentant la plus grande augmentation
de la VOamax était aussi celui dont la valeur de départ était la plus basse. D’autres études, conduites
cette fois sur des sujets plus entrainés, ont mis en avant de plus larges améliorations de la composition
corporelle!®, de la hauteur de saut®®® ou encore de la commande motrice!® aprés un programme

discontinu.

2.4. Adaptations a I’entrainement en excentrique

La contraction excentrique, ou travail négatif, s"oppose au travail positif de I'action concentrique en
impliquant I'allongement du muscle pour résister a une force externe. Ce mode de contraction tire
profit de la structure de la machinerie contractile pour générer de hauts niveaux de force a trés faible

colt métabolique.
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Figure 18 : Dispositif expérimental pour estimer la dépense énergétique associée au travail excentrique. En haut : L’ ergometre
expérimental, ou deux vélos étaient placés dos a dos et couplés mécaniquement par la méme chaine. Tandis qu 'un cycliste
pédalait vers I'avant (a droite) en produisant de la force par raccourcissement du quadriceps (travail positif), I’ autre résistait
au mouvement des pédales (a gauche) en générant de la force par allongement du quadriceps (travail négatif). En bas : Mesure
de la dépense énergétique correspondant au travail négatif (a gauche) et positif (a droite). Les charges de travail étaient
équivalentes dans les deux conditions. D aprés Abbott et al., 1952.
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Pour le méme travail effectué, I'exercice excentrique apparait comme nettement moins colteux que
le travail concentrique, comme I'ont démontré pour la premiere fois Abbott et Bigland, en 1952, en
couplant mécaniquement dos a dos deux vélos par I'intermédiaire d’une seule et méme chaine (Figure
18). Le cycliste qui résistait au mouvement de rotation des pédales consommait 3 a 6 fois moins
d’oxygéne, et donc d’énergie, que le cycliste qui initiait le mouvement®*. Le faible colt énergétique du
travail négatif s’explique par la sollicitation des propriétés intrinseques du muscle et I'intervention de
mécanismes passifs rendue possible sous I'effet de I'étirement du tissu. Mécaniquement, sous |'effet
d’une contrainte externe, la contraction excentrique stimule de fagon importante la composante
élastique du tissu musculaire, incluant le tendon, la jonction myotendineuse et les tissus de soutien.
Cette composante élastique définit la raideur active du muscle, qui, a I'inverse de la compliance, se

traduit par la capacité du tissu a résister a son propre étirement.

D’abord proposé par Hill en 1938'% puis modifié par Shorten en 19873%, le modéle mécanique du
muscle décrit les forces passives et actives du tissu musculaire (Figure 19). La modélisation comprend
une composante contractile (CC) reliée en série a une composante élastique (CES), toutes deux
montées en parallele a une autre composante élastique (CEP). La composante contractile comprend
les sarcomeres, dont les filaments d’actine et de myosine peuvent générer une tension active lors de
la contraction. La composante élastique en série est divisée en deux parties : la partie active, localisée
au niveau des ponts actine-myosine ; et la seconde, la partie passive, représentée par les tendons et
le tissu conjonctif associé riche en collagéene. La composante élastique paralléle est composée du tissu
conjonctif maintenant les fibres musculaires, les différentes membranes au sein du muscle comme le

sarcolemme ainsi que certaines protéines de structure telles que la titine et la desmine.

Composante Composante élastique série : CES
contractile : CC
3 Active : Passive :
Sarcomere
Ponts Tendons
Myofibrilles Tissu conjonctif
o— —o0

L MWWWWWWWA

Tissu conjonctif, sarcolemme

Composante élastique paralléle : CEP

Figure 19 : Modele mécanique du muscle strié squelettique d’apres Shorten, 1987
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Parallelement au réle important de la composante élastique, I'efficacité du travail excentrique
s’explique aussi par l'intervention de mini-cycles d’attachement et de détachement des tétes de
myosine aux filaments d’actine, sans consommation d’ATP. L’allongement du sarcomére provoque une
mise sous tension de la titine, permettant a la seconde téte de myosine de s’attacher a son tour. En
conséquence, le nombre de ponts actine-myosine peut doubler sous I'effet de I'allongement, et
permet le développement de forces particulierement élevées par rapport a I'action isométrique et aux
contractions de type concentrique®’. Si in vitro, les forces développées en régime excentrique peuvent
alors doubler par rapport a une action isométrique, in vivo, les forces maximales excentriques
atteignent des valeurs sensiblement inférieures en raison de I'existence de réflexes inhibiteurs de

protection de I'appareil locomoteur?.

a. Particularités du régime excentrique

La génération de trés hauts niveaux de force permise lors de contractions excentriques rapides peut
conduire a des lésions musculaires et tendineuses comme des ruptures. Ainsi, les microdommages
successifs causés par la répétition de contractions excentriques a forte intensité sont a I'origine de
douleurs rétroactives (Delayed Onset Muscle Soreness, DOMS). Elles sont souvent associées a
I’élévation de certaines protéines sanguines traduisant une inflammation, comme la créatine kinase et

la myoglobine, ainsi qu’a une baisse temporaire des capacités de production de force332.

Figure 20 : Dommages musculaires liés a [’exercice excentrique. Disruption des sarcomeres (a gauche) mise
en évidence une heure aprés un exercice excentrique et comparée a un tissu non endommagé (a droite)
photographié au microscope électronique. D aprés Paulsen et al., 2009.

Il est possible de préparer les fibres musculaires a un effort excentrique et de prévenir les dommages

musculaires et tendineux associés (Figure 20). L'augmentation progressive de la charge permet
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d’induire un effet protecteur des structures musculo-tendineuses. Ce phénomene, appelé « Repeated
Bout Effect » (RBE), peut étre induit aprés une seule session de contractions excentriques de faible
intensité (10% a 20% de la force maximale isométrique)®®’. A cette intensité, les marqueurs de
dommage musculaire varient de maniere mineure. Les mécanismes sous-jacents de cette protection

sont encore a I'étude®®°,

Les adaptations du muscle a I’exercice excentrique interviennent ainsi de facon précoce et concernent
a la fois la structure et la fonction du tissu. Face a une contrainte importante, le muscle s’adapte pour
se protéger, et 'amplitude des adaptations est associée a un remodelage musculaire qui se déroule
sans dommage musculaire ni inflammation persistante. Les adaptations générées par la répétition de
contractions excentriques different en de nombreux points de celles associées a I'exercice

concentrique.

b. Adaptations structurelles et cellulaires

En sollicitant la composante élastique du tissu musculaire, I'exercice excentrique provoque
rapidement son renforcement. Pour augmenter cette raideur active et donc la résistance a I'étirement,
tout le systeme muscle/tendon doit se renforcer. Au niveau structurel, on peut ainsi noter un
épaississement des stries Z et de la composante élastique en série, diminuant la compliance au niveau
des unités contractiles. La longueur du fascicule et I'angle de pennation augmentent alors sous |’effet
de I’addition de sarcoméres en série, tandis que I'exercice concentrique engendre essentiellement leur

addition en paralléle®®131172 (Figure 21).

Ajout de sarcomeres en parallele
5

Aponévrose superficielle

.+ Ajout de sarcomeres en série

Fascicule

Angle de pennation

Epaisseur musculaire

Aponévrose profonde

Figure 21 : Schéma des adaptations structurelles a [’exercice concentrique et excentrique. L hypertrophie,
augmentation de |’épaisseur du muscle, peut a la fois étre atteinte aprés un entrainement en concentrique
permettant l'ajout de sarcomeéres en paralléle, ou grace a I'addition préférentielle de sarcomeres en série apreés
un entrainement en excentrique, augmentant aussi la longueur du fascicule.
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Quelle que soit la modalité d’exercice, I'activité physique permet le renforcement des tissus péri-
tendineux, et cette augmentation de raideur des tendons permet alors une meilleure transmission des
forces a des vitesses plus élevées. L’augmentation de raideur est tres fortement liée au contenu en
collagene réticulé qui est majoré sous I'effet des contraintes mécaniques répétées lors d’exercices de
type excentriquel®. Au niveau tendineux, certains auteurs soulignent une augmentation de la
synthése de collagene de type | au niveau périphérique, permettant d’augmenter la raideur du tendon,
mais ces résultats ne semblent pas forcément liés exclusivement a I'exercice excentrique mais plutét
a la charge de travail, cette derniére étant bien supérieure en régime excentrique??. L’augmentation
de la raideur active du muscle permet le stockage de I'énergie élastique accumulée pendant la
résistance a I'étirement3?3, Cette propriété confére au tissu la capacité de restituer sans délai cette
énergie lors d’une contraction concentrique, potentialisant le niveau de force que le muscle peut
d’ordinaire développer sans cette phase d’allongement préalable. La contraction concentrique qui suit
la phase excentrique est alors plus explosive, avec une montée en force plus rapide. La réalisation de

ces deux exercices a la suite constitue la base des exercices pliométriques.

L’exercice excentrique génére aussi des adaptations sur le plan nerveux, en abaissant la sensibilité des
organes tendineux de Golgi. Ces organes, situés a la jonction entre le muscle et le tendon, agissent
comme de véritables jauges de contrainte du muscle et sont sensibles a la tension développée par
I’ensemble muscle-tendon. Leur réle est inhibiteur, et I'information sensorielle qu’ils transmettent au
systeme nerveux central permet la protection du tissu musculaire face a une contrainte jugée trop
élevée. Lorsqu’ils sont activés, ces récepteurs entrainent une inhibition des muscles en contraction
(agonistes) conjointement a une excitation des muscles antagonistes. L'exposition chronique des
organes tendineux de Golgi aux forces développées en mode excentrique diminue leur sensibilité,
permettant alors d’améliorer le réflexe myotatique par levée d’inhibition®®. Ce phénoméne favorise
la synchronisation des muscles agonistes et antagonistes et donc la rapidité de la montée en force lors
de l'action concentrique d’un exercice pliométrique. La répétition de contractions excentriques
permet aussi I'apprentissage du mécanisme d’inhibition réciproque, responsable du relachement des

muscles antagonistes pendant I’exercice®®®.

En générant des tensions 1,5 fois plus grandes que la force maximale volontaire en isométrie, I'exercice
excentrique permet aussi le recrutement des fibres rapides de type Il. Une augmentation du nombre
de cellules satellites a aussi été observée uniquement dans ce type de fibres. Cette réponse

différentielle des cellules satellites a I'effort excentrique est probablement en lien avec leur role

primordial dans la régénération musculaire et les microlésions engendrées par I'étirement du tissu lors

de l'effort’. A I’échelle cellulaire, on peut noter I'importance de la titine, protéine géante, qui
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contribue a I’élasticité de tout le systéme contractile®. La desmine semble aussi jouer un réle dans la

fonction élastique du tissu soumis a un régime excentrique3'®,
c. Adaptations fonctionnelles

L'efficacité de I'exercice excentrique pour générer des charges élevées permet des adaptations
précoces du tissu musculaire a I'origine de gains fonctionnels. La force excentrique détermine la
capacité du muscle a résister face a une contrainte externe comme la gravité. Les mouvements
quotidiens tels que la marche ou la descente d’escaliers incluent des mouvements concentriques,
isométriques et excentriques. Les contractions excentriques interviennent principalement pour
supporter le poids du corps en s’opposant a la force gravitationnelle. Sur un dénivelé négatif ou lors
de la réception d’un saut, la force excentrique permet de freiner la descente du poids de corps et donc
d’éviter la chute. La pratique de |'exercice excentrique de fagon chronique permet d’augmenter la
capacité du tissu musculaire a développer et a maintenir cette force résistive particuliéere au mode de

contraction excentrique.

Aprés seulement 1 semaine d’exercice excentrique, des gains de puissance musculaire concentrique
de 'ordre de 5% ont été décrits?34. Sur des durées d’entrainement plus longues, des gains significatifs
de la force musculaire isométrique ont été reportés??. Il est alors intéressant de noter que les gains
associés a l'exercice excentrique peuvent étre transférables a d’autres modes de contraction et
vitesses de mouvement, contrairement a ce qui a été suggéré pendant longtemps sur la spécificité de
la force excentrique. Une partie des gains de force en excentrique permet ainsi d’améliorer la force

maximale volontaire en isométrie et la performance concentrique?*23¢,

Cellulaires Structurelles Fonctionnelles
Augmentation de la synthese . . .
: . ¥ Hypertrophie musculaire Augmentation de la force
protéique
Activation des cellules satellites  Allongement du fascicule Amélioration de la puissance
Recrutement additionnel des . . . . S .
Epaississement des stries Z Diminution du risque de chute

fibres rapides (type Il)

Augmentation de la raideur de
la matrice extracellulaire et de
I’épaisseur tendineuse

Stimulation de la synthése de
collagene

Transfert des gains en
isométrique et concentrique

Table 2 : Adaptations cellulaires, structurelles et fonctionnelles de I’entrainement en
excentrique

Réponses a I'exercice chronique
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Cette transférabilité pourrait s’expliquer par une augmentation de la raideur des complexes muscles
tendons et des adaptations de la machinerie contractile ainsi qu’a une amélioration de la conduction
du signal nerveux ou par 'amélioration de la commande motrice'®?3*, Ce transfert de gains pourrait
aussi étre attribué a une meilleure synchronisation des muscles agonistes, antagonistes et synergistes,
rendant I'action plus efficiente en termes de force?**. L’exercice excentrique permet ainsi des
adaptations cellulaires précoces, impactant directement la structure méme du tissu musculaire et

permettant d’en améliorer la fonction (Table 2).

3. Déconditionnement musculaire

Le tissu musculaire, de par sa plasticité, répond aussi bien a une augmentation du stress mécanique
qui lui estimposé qu’a une diminution de celui-ci. Ainsi, si 'exercice permet d’augmenter la force et/ou
la masse musculaire, le manque d’activité physique produit I'effet inverse et se traduit par une perte
de force et/ou de masse musculaire. Dans le cadre du vieillissement physiologique mais aussi dans de
nombreuses pathologies chroniques, la perte de masse et de force musculaire est le résultat d’'une

diminution des activités physiques quotidiennes.

3.1.Vieillissement

Le déconditionnement musculaire lié au vieillissement est appelé sarcopénie. Signifiant littéralement
« perte de chair » dans son origine grecque, la sarcopénie se définit comme une atrophie musculaire
naturelle liée a I'dage, qui se traduit par une perte progressive de masse et de force musculaire.
Parallelement a l'inactivité physique, de nombreux facteurs contribuent au développement de la
sarcopénie, comme |’état nutritionnel, les maladies chroniques et le processus de vieillissement en lui-
méme. La diminution naturelle de la masse musculaire débute dés I'Age de 30 ans®, s’estime a environ
1% par an aux environs des 50 ans et peut atteindre 50% de la masse musculaire initiale au-dela de 80
ans**®, Du fait de 'laugmentation de I'espérance de vie de la population mondiale, la prévalence de la
sarcopénie ne cesse d’augmenter. Dans les années 2000, la part de la population américaine agée de

plus de 60 ans et présentant un état de sarcopénie était estimée a plus de 35%€.

a. Diagnostic de la sarcopénie

Depuis les années 1990-2000, les criteres et les outils diagnostics de la sarcopénie n‘ont cessé
d’évoluer?>?3!, Pour autant, aucun critére universel de détection et de classification de la sarcopénie
n’est encore clairement établi. Un index divisant la masse musculaire mesurée par DXA (absorption

biphotonique a rayons X) par la taille élevée au carré a d’abord été proposé par Baumgartner et al.?* 3
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la fin des années 90, de la méme facon que le surpoids s’évalue par I'IMC (indice de Masse Corporelle).
La sarcopénie était alors diagnostiquée si la masse musculaire relative était inférieure de plus de deux
écart-types a la moyenne d’une population de référence?’. Plus tard, un indice de masse musculaire,
correspondant au pourcentage de masse musculaire évaluée par impédancemétrie et rapporté a la
masse corporelle, fut proposé pour établir une classification de la sévérité de la sarcopénie'®. L’indice
de masse musculaire était alors considéré comme normal s’il se situait a moins d’un écart-type de la
moyenne calculée pour chaque genre. La classe Il de la sarcopénie, dite sévere, correspondait a une
valeur d’indice de masse musculaire éloignée de plus de deux écart-types de la valeur de référence. La

classe | rassemblait les valeurs intermédiaires et était définie comme une sarcopénie légére'®.

Néanmoins, il existe toujours un débat entre la perte de masse, i.e. la sarcopénie, et la diminution de
la force musculaire, i.e. la dynapénie, car elles ne sont pas toujours associées®®. Le terme dynapénie
s'utilisait initialement pour décrire une perte fonctionnelle de I'ensemble du systéme
neuromusculaire. Cette définition permettait d’inclure dans la perte de fonction liée a I'age des
phénoménes cellulaires, nerveux ou encore métaboliques indépendants de la perte de masse,
suggérant qu’il n’existait pas toujours de proportionnalité entre masse et force musculaire®. Plusieurs
études ont depuis corroboré cette hypothese : la perte de masse musculaire explique seulement une
partie de la diminution des capacités de production de force® 78278 |a conservation de la masse
musculaire au cours de l'avancée en age ne protege ainsi pas de la perte de capacités

fonctionnelles®:143316,

Le diagnostic de la sarcopénie ne repose donc pas sur des critéeres diagnostics internationaux, mais en
2010, un consensus européen, donné par |” « European Working Group on Sarcopenia in Older
People » (EWGSOP), a donné une premiere définition clinique de la sarcopénie comme étant une
diminution de la quantité et de la qualité du tissu musculaire®*. Face a la non-linéarité de la relation

69143 |a faiblesse musculaire a été reconnue comme premier critére

entre force et masse musculaire
diagnostic, s’Taccompagnant ou non d’'une masse musculaire réduite. Plusieurs stades ont ainsi été
suggérés, débutant par la présarcopénie avec une diminution légere de la masse musculaire, puis la
sarcopénie si une perte concomitante de la force musculaire ou de la performance physique est
présente. Enfin, le dernier stade, rassemblant I'expression des trois criteres de masse, de force et de

performance, permettait de définir la sarcopénie sévére®,

L'EWGSOP propose différentes techniques utilisables en routine clinique et en recherche pour
I’évaluation de la masse musculaire, mais recommande la tomodensitométrie (scanner) ou I'imagerie
par résonnance magnétique (IRM) a des fins de recherche et I'absorptiométrie (DXA) ou

I'impédancemétrie en cliniqued®. En fonction de la méthode de mesure choisie, le groupe préconise
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187

d’utiliser 'une des méthodes proposées par Baumgartner et al.?* ou par Janssen et al.®¥ pour le calcul

d’un indice de masse musculaire (Figure 22).

Composition (Analyse)

Masse corporelle Masse Masse
totale (kg) grasse (kg) maigre (kg)
80,4 31,73 46,23

Indice de masse musculaire

7,06 kg/m?  Baumgartner

Figure 22 : Evaluation de la sarcopénie par DXA d’apres Shepherd, 2016

Pour I'évaluation de la force musculaire, le consensus européen propose la mesure par dynamométrie
de la force de préhension pour les membres supérieurs et la force d’extension du genou pour les
membres inférieurs®®. La mesure de la performance physique peut étre effectuée par une batterie de
tests validée sous le nom de Short Physical Performance Battery®*. Le score de fonction physique tient
compte de I'équilibre, de la force et de I'endurance et peut a la fois étre utilisé en routine clinique et
en recherche?!. D’autres tests fonctionnels, comme celui de la vitesse de marche, du timed-up and go
ou encore du stair climb power peuvent aussi constituer des mesures de performance®. L’ensemble
des points limites de chaque mesure permettant de comparer les résultats obtenus a des valeurs de

références sont donnés par 'EWGSOP pour poser le diagnostic de sarcopénie®.

En 2016, la sarcopénie a officiellement été reconnue comme un état pathologique®®, et 'TEWGSOP a
mis a jour sa définition originale ainsi que les critéres diagnostics établis jusqu’alors®®. La force
musculaire, jusqu’ici considérée comme un critéere secondaire, est depuis établie comme une
caractéristique clé de la dégradation de la fonction musculaire. Elle apparait aussi comme beaucoup
plus prédictive que la masse musculaire dans l'apparition de chutes, d’incapacités ou de
maladies?3>37837° | 3 classification de la sarcopénie évolue aussi dans le consensus européen révisé,
avec le dépistage d’une probable sarcopénie dés la diminution des capacités de production de force®.

La sarcopénie est confirmée si une perte de quantité ou de qualité du tissu musculaire est présente, et
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elle est de surcroit sévére si la performance physique est faible®. L’ajout du questionnaire SARC-F,
comprenant 5 questions et donc facilement utilisable en routine clinique, est préconisé en amont de

toute mesure pour détecter un risque d’apparition de la sarcopénie?,

Outre les mesures de masse, de force et de performance physique déja publiées dans la version initiale,
I'EWGSOP propose |'utilisation de marqueurs comme la créatine utilisée lors de la synthése de la PCr
au sein du muscle®. La quantité de créatinine ajoutée a I'excés de créatine qui n’a pas été métabolisé
par le tissu musculaire et a directement été excrété par les urines permet de quantifier la masse
musculaire totale®. Le groupe européen préconise aussi I'utilisation d’examens d’imagerie musculaire

comme |"échographie pour déterminer la surface de section, I'épaisseur du muscle, I'angle de

pennation et I'échogénicité du tissu®. Ce dernier paramétre refléte la qualité du muscle strié

squelettique, les éléments non-contractiles étant hyperéchogénes®.

b. Remodelage musculaire

Au cours de l'avancée en age, le muscle squelettique subit un remodelage et perd une partie de son
matériel contractile. L’atrophie musculaire induite par le vieillissement résulte a la fois d’une réduction
du nombre de fibres qui le composent (hypoplasie) et de leur taille. La part respective de ces deux
mécanismes dans la sarcopénie reste a éclaircir, la diminution de la surface de section du muscle chez
le sujet 4gé n’ayant pas toujours été associée a une réduction du nombre total de fibres*®. Chez
I’'Homme, la perte de fibres musculaires affecte a la fois les fibres lentes et les fibres rapides?®. Les
fibres rapides, ou de type Il, sont en revanche les plus affectées par la diminution de la surface de

239

section?®, et particulierement les fibres [1X'#7%238  Au niveau moléculaire, la diminution de 'expression

protéique des chaines lourdes de myosines concerne les MyHC IIA et IIX, ces dernieres étant les plus

impactées®™,

Cependant, la présence d’une part de fibres non innervées et une réduction du nombre de

1 ont été démontrées chez le sujet vieillissant*®’, suggérant un réle délétére du

motoneurones?®
remodelage neuromusculaire dans la perte de force non corrélée a la perte de masse?®®, La perte des
unités motrices (i.e. 'ensemble de fibres musculaires innervées par un méme motoneurone) avec

324325 g'j| est possible

I'avancée en age est liée a la diminution des capacités de production de force
d’assister a une réinnervation de certaines fibres préalablement dénervées grace au secours d’axones
environnants, ce processus de compensation ne semble pas éviter a terme I'apparition de la
sarcopénie®®. || semble ainsi que la perte de force au cours du vieillissement fasse intervenir de facon
concomitante la réduction du nombre et de la taille des fibres mais aussi la dénervation d’une part des

fibres restantes.
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La sarcopénie affecte le tissu musculaire dans son ensemble, et cette dysfonction musculaire liée a
I’age implique aussi des altérations métaboliques et particulierement de la fonction mitochondriale3,
La part de production d’énergie assurée par les voies aérobies tend alors a diminuer au profit d’autres
voies métaboliques associées a une fatigue musculaire précoce. La mitochondrie possédant aussi un
role dans la régulation des espéces réactives de I'oxygene (ROS), I'altération de cette fonction induit
leur accumulation conduisant a un stress oxydant délétere pour I'organisme entier. Parallelement,
I’avancée en age s’accompagne d’infiltrations graisseuses (Figure 23) du tissu musculaire (IMAT), dont

la quantité est corrélée a la perte de fonction musculaire#43®,

Figure 23 : Sarcopénie vue par imagerie a résonnance magnétique (IRM). Coupe transversale de la
cuisse d’'un homme de 25 ans, a gauche, et d’'un homme de 63 ans, a droite. Le tissu musculaire apparait
en gris tandis que le tissu adipeux et l’os sont blancs. La perte de masse musculaire avec l’age
s’accompagne d’'une augmentation de la quantité d’infiltrats graisseux autour et dans le muscle. Buck
Institute for Research on Aging, Novato, USA.

c. Conséquences fonctionnelles

Une importante perte de fonction musculaire et une réduction de la coordination motrice conduit a
une augmentation du risque de chute et de blessure. La perte de la force des membres inférieurs, et
particulierement des muscles formant le quadriceps femoris, s’établit a environ 30% apreés |'age de 70
ans, et a plus de 50% apreés 90 ans par rapport a celle d’un jeune adulte®?°. Les capacités de production
de force des membres inférieurs dans le quotidien sont directement liées a I'équilibre statique et
dynamique3®. L'altération de I’équilibre postural conduit a une augmentation du risque de chute, a

I'origine de 95% des fractures de la hanche chez les séniors*'*.

Lorsque la force musculaire décline, la mobilité diminue nécessairement, ainsi que les capacités a

réaliser les taches quotidiennes comme se lever d’'une chaise et marcher, ce qui conduit a terme a la
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perte d’autonomie et a la dépendance. L'altération des capacités physiques nécessaires a la vie
quotidienne diminue considérablement la qualité de vie?’2. Ainsi, si la durée de vie approche les 80 ans
en France, 'espérance de vie sans incapacité, qui traduit le nombre d’années avant la survenue

d’événements invalidants, se situe aux alentours des 60 ans®’.

Chez les personnes agées, 'altération de I'équilibre et de la force favorise un mode de vie sédentaire
entretenant la dégradation du tissu musculaire soumis a peu de contraintes!?. Les difficultés
fonctionnelles de production de force et de résistance a la fatigue sont de surcroit accompagnées par
une détérioration du métabolisme dans sa globalité, a I'instar de la dysfonction mitochondriale décrite
précédemment. L'altération des capacités de production d’énergie au sein de la cellule musculaire au
cours du vieillissement est associée a une diminution de la consommation maximale en oxygéne

75,395

(VOamax) >2%%, de la vitesse de marche et de la force maximale isométrique®®. Tous ces paramétres

sont corrélés a une augmentation du risque d’incapacité fonctionnelle, d’hospitalisation mais aussi a

une plus forte mortalité?78333:400,

3.2.Sédentarité

L’activité physique exerce une action protectrice sur les conséquences physiologiques délétéres du
vieillissement, mais, a l'inverse, le manque d’exercice tend a les accélérer. Un niveau suffisant
d’activité physique est corrélé a une meilleure espérance de vie tandis qu’un comportement
sédentaire est lié & une augmentation de la mortalité prématurée32. A terme, les effets de la
sédentarité comprennent des événements aigus comme les chutes mais aussi I'apparition de
pathologies chroniques au cours du vieillissement. La pratique insuffisante d’une activité physique

favorise I'apparition d’'un syndrome de fragilité et donc la survenue de nouveaux événements

impactant I’état de santé global.
a. Définition et prévalence

Pendant des millénaires, I'Homme dépensait quotidiennement énormément d’énergie pour assurer sa
survie. Jusqu’en 1950, la population occidentale sédentaire effectuait 8 heures en moyenne d’activité
physique quotidienne, imposée par le travail et les déplacements. Depuis, a cause du travail assisté par
les machines, du développement des automobiles et de [lutilisation d’ascenseurs, l'activité
quotidienne a progressivement été réduite pour se stabiliser actuellement autour de 30 minutes par
jour ; réduisant la dépense énergétique de facon extrémement marquée . Les termes « sédentarité »,
« comportement sédentaire » et «inactivité physique » ne faisait pas l'objet d’une utilisation

consensuelle. Face a ce manque de définition universelle et aux confusions existantes dans la
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littérature scientifique, le Sedentary Behavior Research Network (SBRN) a alors établi un consensus en
distinguant I'inactivité physique, les comportements inactifs et la sédentarité*?. Ainsi, la sédentarité
est définie comme une dépense énergétique insuffisante, souvent évaluée par le biais des équivalents
métaboliques, ol 1 équivalent métabolique équivaut a I'énergie dépensée uniquement pour assurer

les fonctions vitales de I'organisme, sans aucune activité physique.

kcal kJ
= 4,184
kg*h " kgxh

1MET =1

La dépense énergétique au repos, a jeun et dans des conditions de neutralité thermique dépend a la
fois du genre, du poids et de I'age de chaque individu ; mais aussi d’autres facteurs comme |'état
nutritionnel, la composition corporelle et |'état physiologique. Pour un sujet adulte en bonne santé, le

métabolisme de base correspond a une consommation d’oxygéne de 3,5 mL d’0O,.mint.kg™.

MET Activité

1 Lire, regarder la télévision

Manger, s’habiller

2-3 Marcher lentement

Réaliser des taches ménageres légéres

4-6 Monter quelques marches

Marcher a bonne allure, courir doucement

Porter des charges

Faire des activités d’intensité modérée (golf, jardinage,...)

7-10 Courir, faire du vélo, nager

Soulever, déplacer des charges lourdes

>10 Faire des activités d’intensité élevée (tennis, basketball, football,...)

Table 3. Equivalents métaboliques (MET) en fonction de I'activité pratiquée

Les activités physiques peuvent ainsi étre classées suivant leur intensité en utilisant I'équivalent
métabolique comme référence, permettant de traduire le rapport de la dépense énergétique liée a
I'activité sur le métabolisme de base. Une échelle de I'’équivalence métabolique a été établie pour
estimer facilement la dépense énergétique d’une activité. Plus I'intensité d’une activité est élevée, plus
le nombre de MET associé est important (Table 3). La définition la plus courante de la sédentarité est

une dépense énergétique inférieure a 1.5 MET. Aucun consensus international n’étant établi, d’autres
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définitions de la sédentarité sont retrouvées dans la littérature, principalement établies sur la base

d’une dépense énergétique calculée en METs, mais les valeurs seuils divergent (Table 4).

Définition
« Le comportement sédentaire peut étre défini comme ayant une valeur MET comprise
entre 1 et 1,5 (I’équivalent de s'asseoir ou de se coucher par exemple) »
« Les comportements sédentaires ont été définis comme ayant un MET < 2,0 (par
exemple, I'équivalent de s'asseoir ou de s'allonger »
« Classe distincte de comportements caractérisés par une faible dépense énergétique »
« Le comportement sédentaire implique des activités a tres faible dépense énergétique
(1,0 a 1,8 MET), réalisées principalement dans une position assise ou couchée »
« Le comportement sédentaire fait référence aux activités qui n'augmentent pas la
dépense énergétique sensiblement au-dessus du niveau de repos et comprend des
activités telles que dormir, s'asseoir, s'allonger et regarder la télévision, et d'autres
formes de divertissement sur écran. Opérationnellement, le comportement sédentaire
comprend les activités qui impliquent une dépense énergétique allant de 1,0 a 1,5 unité
d'équivalent métabolique (MET) »
« Les comportements sédentaires tels que regarder la télévision, utiliser un ordinateur
ou s'asseoir dans une automobile se situent généralement entre 1,0 et 1,5 MET. Ainsi,
les comportements sédentaires sont ceux qui impliquent une position assise et de faibles
dépenses d’énergie »
« S'asseoir, s'allonger et dépenser tres peu d'énergie (environ 1,0 a 1,5 MET) »
« Activités «non debout» »
« Les comportements sédentaires sont considérés comme ceux nécessitant < 1,5 MET »
« Le terme comportement sédentaire (du mot latin sedere, « s'asseoir ») décrit une
classe distincte d'activités qui nécessitent une faible dépense d'énergie » dépenses de
l'ordre de 1,0 a 1,5 MET (multiples du taux métabolique de base) et impliquent de
s'asseoir pendant les trajets domicile-travail, sur le lieu de travail et I'environnement
domestique, et pendant les loisirs »

« Comportement sédentaire, défini comme le temps passé assis ou couché »

Référence

307

30

185

306

308
63
430

426

62

Table 4. Exemples de définitions de la sédentarité retrouvées dans la littérature d’apres

Tremblay et al., 2017
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Toutefois, le calcul de la dépense énergétique en MET ne suffit pas pour évaluer a lui seul un
comportement sédentaire, ce critére ne tenant pas compte des habitudes de vie néfastes pour la
santé®?, Afin d’intégrer les temps d’immobilité prolongés et d’établir un consensus au sein de la
communauté scientifique, la sédentarité a été plus récemment définie par le SBRN comme « tout
comportement éveillé caractérisé par une dépense énergétique < 1,5 MET, en position assise ou

allongée »*%+42°,

Cependant, la complexité de la sédentarité rendant la détermination de points limites difficile, des
seuils d’activité physique nécessaires au maintien de la santé ont été établis. Les recommandations de
I’'OMS (Organisation Mondiale de la Santé) font état, pour un adulte en bonne santé, d’'un minimum
de 150 minutes par semaine d’effort aérobie a une intensité modérée ou 75 minutes a une intensité
élevée, ou une combinaison équivalente des deux. Plus d’un tiers de la population mondiale et deux

tiers de la population américaine de plus de 65 ans ne suivraient pas ces recommandations*°®.
b. Conséquences de la sédentarité sur la santé

Depuis 2012, l'inactivité physique est ainsi devenue la premiére cause de mortalité évitable dans le
monde, avec un nombre de déces associé supérieur au tabagisme. Dans un rapport de I'OMS, la
sédentarité serait responsable 3 elle seule de 10% des décés en Europe®3. Sur le plan psychologique,
le comportement sédentaire est associé a de la dépression, de I'anxiété ou encore des troubles
cognitifs®2. Dans ce cadre, la sédentarité est définie comme un probléme de santé publique et un
enjeu contemporain majeur?’. Dans ce sens, 'OMS méne une action mondiale de promotion de
I'activité physique avec comme objectif de réduire de 10% la prévalence mondiale de la sédentarité

d’ici 2025%*.

De nombreuses études ont démontré les effets néfastes des périodes d’inactivité prolongée sur la
santé, augmentant entre autres le risque d’apparition de maladie cardiovasculaire, de diabete et
d’obésité®2, Le dysfonctionnement métabolique, facteur de risque cardiovasculaire majeur, est un des
effets les plus précoces des comportements sédentaires. Chez des adultes en bonne santé soumis a un
alitement, aussi connu sous le nom de « bed rest », 5 jours d’inactivité suffisent a provoquer une
augmentation au niveau plasmatique des triglycérides, du cholestérol total et du glucose®. Les
changements concernant le métabolisme glucidique sont particulierement marqués et impliquent une
diminution du nombre de transporteurs du glucose comme GLUT1 et GLUT4**1%, ainsi qu’une

résistance a l'insuline®.
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c. Remodelage musculaire

La plasticité du tissu musculaire se traduit par une réponse adaptative a la diminution des contraintes
mécaniques liée a l'inactivité physique et forme un cercle vicieux du déconditionnement (Figure 24).
Ainsi, les mécanismes physiologiques associés a la sédentarité ressemblent en de nombreux points a
ceux d’un vieillissement précoce de I'organisme. Le remodelage consécutif a la sédentarité comprend
des altérations de la commande motrice, des propriétés musculaires intrinséques, de la typologie
musculaire, du métabolisme musculaire et de la fonction mitochondriale qui vont finalement retentir

sur les caractéristiques contractiles.

Inactivité physique
Sédentarité

Déconditionnement
Apparition de maladie

Figure 24 : Cercle vicieux du déconditionnement

3.3. Maladies chroniques

Si la sarcopénie est un phénomeéne physiologique inévitable qui fait partie du processus normal de
vieillissement, le déconditionnement musculaire est réversible chez le sujet sain en augmentant la
dépense énergétique quotidienne. Toutefois, dans le cadre de pathologies chroniques, I'adoption d’un
comportement sédentaire et le remodelage musculaire qu’il entraine peuvent étre irréversibles et
jouer un role négatif majeur dans la qualité de vie des malades mais aussi dans I’évolution de la

maladie.
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a. Définition et prévalence des maladies chroniques

L’Organisation Mondiale de la Santé définit la maladie chronique comme toute affection de longue
durée nécessitant une prise en charge de 6 mois ou plus. Ces affections s’"accompagnent généralement
de nombreuses complications ou d’invalidités qui ont un retentissement majeur sur la vie quotidienne
des patients. En France, ce sont 20 millions de patients qui souffrent de pathologies chroniques, soit
prés d’un tiers de la population*®. D’aprés le rapport sur les maladies non transmissibles établi par
I'OMS en 2018, 71% des déces dans le monde, soit 41 millions de personnes, étaient la conséquence
d’une maladie chronique en 2016, contre 63% (36 millions de personnes) en 2008*°. En France, ce
sont 88% des déces de la méme année qui sont attribuables aux maladies chroniques (Figure 25). Ces
chiffres sont en constante augmentation avec un taux de croissance annuel moyen allant de 1.1% a
plus de 4% en fonction de la pathologie*®*. Grace aux progrés de la recherche et de la médecine, on vit
désormais nettement mieux et surtout plus longtemps qu’une vingtaine d’années auparavant avec une
maladie chronique. Autrefois rapidement mortelles, des pathologies comme le diabéte, I'hémophilie
ou la mucoviscidose sont aujourd’hui devenues des maladies chroniques traitées sur le long terme. Le
vieillissement de la population explique aussi la constante augmentation de la part de malades

chroniques dans le monde, devenant un réel enjeu de société.

Causes de déces en France

B Maladies non transmissibles
B Maladies transmissibles
W Maladies maternelles,

néonatales, nutritionnelles

Traumatismes

Figure 25 : Répartition en pourcentage des causes de déces en France pour [’année 2016 selon
[’Organisation Mondiale de la Santé

Les maladies chroniques comprennent principalement les maladies cardio-vasculaires (athérosclérose,

hypercholestérolémie, hypertension artérielle, insuffisance coronaire ou valvulaire,...), les cancers, le
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diabete (type 1 et 2), les maladies respiratoires (bronchopneumopathie chronique obstructive,
asthme...), les maladies neurodégénératives (Alzheimer, Parkinson, sclérose en plaque...), certains
troubles mentaux (dépression, schizophrénie...), certaines maladies rares (mucoviscidose,
drépanocytose...) et I'insuffisance rénale chronique. L’augmentation de la prévalence de ces maladies

est en partie liée aux changements de nos modes de vie et donc au niveau grandissant de sédentarité.

b. Dysfonction musculaire

La présence de pathologies chroniques aggrave le remodelage musculaire souvent déja induit par le
manque d’activité physique!®”?!!, Le déconditionnement musculaire secondaire a une pathologie
chronique ne fait que s’amplifier du fait du comportement sédentaire induit ou maintenu par la
maladie et son traitement, entretenant un cercle vicieux menant d’abord a la fragilité puis a la
dépendance. Chez les patients souffrant de maladies chroniques, la fonction des membres inférieurs
est considérée comme l'indicateur principal d’indépendance dans les taches quotidiennes ; la force et

I'endurance des membres inférieurs étant les principaux facteurs limitant la mobilité*,

Ces
parameétres sont fortement altérés chez les patients malades chroniques et ne cessent de se dégrader
avec I'avancée en 4ge*®. Les capacités de production de force sont ainsi fortement corrélées 3 la survie

chez les patients malades chroniques®®* (Figure 26).

Force de préhension et mortalité des patients
malades chroniques
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Figure 26 : Analyse de survie de Kaplan-Meier de patients malades chroniques en fonction de la force de
préhension. D apres Orell et al., 2019
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Dans la réalisation des taches quotidiennes, le déconditionnement musculaire des patients malades
chroniques peut représenter un réel handicap. Au fur et a mesure que la fonction physique se dégrade,
les conséquences fonctionnelles et métaboliques de la dysfonction musculaire ne cessent de
s’accroitre et deviennent irréversibles, détériorant peu a peu la qualité de vie’2. Les conséquences sur
I'apparition de comorbidités sont conséquentes, avec un risque accru de développer des pathologies

427 |’avancée en age et

secondaires comme I'ostéoporose, la dyslipidémie et le syndrome métabolique
I"apparition de comorbidités meénent les malades chroniques vers la fragilité, concernant environ 20%
des patients de plus de 70 ans. Le syndrome de fragilité est fortement corrélé au risque de chute, de
fractures, a la survenue d’évenements invalidants, a la fréquence d’hospitalisation et a la mortalité,

avec une évolution certaine vers la dépendance?®,
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RESUME DU CHAPITRE |

Le muscle strié squelettique présente une structure et un fonctionnement
complexes. Les unités contractiles organisées dans les myofibrilles se contractent

sous I'impulsion d’'une commande motrice volontaire.

La principale fonction du tissu musculaire est ainsi de permettre la mise en
mouvement des segments de [l‘organisme. D’autres fonctions lui sont

attribuables, comme le maintien de la posture et la régulation du métabolisme.

Le muscle strié squelettique est un tissu particulierement adaptable qui répond
aux contraintes de son environnement. Face a l'augmentation de la charge
mécanique lors d’un exercice physique chronique, le muscle se remodeéle et ses

performances augmentent.

Ces adaptations sont spécifiques du mode de contraction (concentrique,
isométrique, excentrique) et du type d’entrainement (résistance, endurance,
combiné). Elles different aussi en fonction de I’dge, du genre et de facteurs

génétiques.

De par sa propriété plastique, le muscle strié squelettique s’adapte aussi bien a
une élévation du niveau de contraintes qu’a la diminution de celui-ci. Ainsi, lors de

I’avancée en age, le muscle perd naturellement de sa force et de sa masse.

Ce déconditionnement musculaire peut aussi étre le résultat chez I'adulte d’'une
diminution des activités physiques. La société étant de plus en plus sédentaire, le

manque d’activité physique favorise un remodelage délétére du tissu musculaire.

Dans le cadre de pathologies chroniques, la dysfonction musculaire et le
déconditionnement physique forment un cercle vicieux pouvant dangereusement

aggraver |’état de santé et mener a une dépendance et une mortalité précoces.

Résumé du Chapitre |
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CHAPITRE || : DECONDITIONNEMENT MUSCULAIRE DU PATIENT HEMODIALYSE

La dysfonction musculaire dans le cadre des pathologies chroniques est ainsi multifactorielle et
souvent sévére!'’. On retrouve cette détérioration précoce du tissu musculaire dans un contexte de
maladie chronique comme le SIDA (Syndrome de I'immunodéficience acquise), le cancer, la BPCO
(broncho-pneumopathie chronique obstructive) ou le diabete mais également dans le cadre de

I'insuffisance rénale chronique terminale (IRCT).

1. L'insuffisance rénale chronique terminale

1.1.Réles fonctionnels des reins dans I'organisme

Dans I'organisme, les reins ont pour fonction principale I'excrétion des fluides corporels en excés et
I’épuration des déchets métaboliques de la circulation sanguine en vue de leur élimination au travers
de l'urine (Figure 27). Les néphrons, unités fonctionnelles du rein, ont la capacité de filtrer le sang
artériel et de le débarrasser des éléments devenant toxiques lorsqu’ils s’y accumulent. Une partie est
alors réabsorbée et passe dans la circulation veineuse. Les fluides en exces, ainsi que les déchets
métaboliques, sont dirigés vers les uretéres avant leur excrétion. Ce fonctionnement permet d’assurer

la régulation du volume, du pH et des ions sanguins.

Veine rénale Artére rénale

—> Filtration Excrétion des déchets métaboliques
Urée, acides aminés, ammoniac, créatinine, créatinine phosphate

Régulation ionique du sang
Régulation du pH sanguin

Production d’hormones
Rénine, érythropoiétine (EPO), calcitriol

Régulation du volume sanguin
Réabsorption < Elimination de I'eau en excés par les urines

{

Excrétion

Figure 27 : Fonctions des reins dans [’organisme

L’insuffisance rénale chronique terminale

Sodium (Na*), potassium (K'), calcium (Ca?*), chlorure (CI), phosphate (HPO4)

Conservation des ions bicarbonate (CO;*), excrétion des ions hydrogéne (H*)
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Outre leurs fonctions de filtration et de régulation, les reins possedent une fonction sécrétoire de
plusieurs hormones dont la rénine, permettant la synthése d’angiotensine et formant avec
I’aldostérone un des systemes majeurs de la régulation de la tension artérielle et du volume sanguin.
La sécrétion d’érythropoiétine (EPO), facteur de croissance spécifique des érythrocytes, est également
principalement assurée par le systéeme rénal et permet la production de globules rouges par la moelle
osseuse. Enfin, le calcitriol, forme hormonale active de la vitamine D, a une action hypercalcémiante

et hyperphosphatémiante, permettant la minéralisation osseuse.

1.2. Physiopathologie de I'insuffisance rénale chronique

a. Définition

L'insuffisance rénale chronique se traduit par une perte lente et progressive de la fonction rénale,
progressant d’'un stade 1, asymptomatique, jusqu’au stade 5, qui constitue l'insuffisance rénale
terminale. C’'est le débit de filtration glomérulaire (DFG), estimant la capacité fonctionnelle de filtration
des néphrons, qui est utilisé comme premier critere diagnostic (Figure 28). Les valeurs normales de
DFG se situent entre 90 et 120 mL.min?, selon I'4ge, le sexe, le poids et 'origine ethnique de I'individu.
On parle d'insuffisance rénale lorsque le taux de filtration glomérulaire est inférieur 8 90 mL.min?et

gu’il s’Taccompagne d’une accumulation d'urée et de créatinine dans le sang.

DFG
mL/min/1,73m?

Maladie rénale chronique .stade 1 500
avec DFG normal ou
légérement diminué
Stade 2 60-89
IRC modérée Stade 3 30-59
IRC sévere 15-29
IRC terminale <15

Figure 28 : Evolution de l'insuffisance rénale chronique d’apres la Haute Autorité de Santé, 2012

L’insuffisance rénale chronique terminale
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Au stade terminal, le fonctionnement des deux reins est trop altéré et les fluides chargés de déchets
métaboliques s’accumulent dans I'organisme, perturbant I’homéostasie cellulaire. La survie du patient

nécessite alors un traitement de suppléance ou une greffe d’organe.

b. Prévalence

L'insuffisance rénale chronique touchait en 2016 environ 500 millions de personnes dans le monde et
sa prévalence est en constante augmentation. En 2019, on estimait entre 5 et 7 millions le nombre de
personnes présentant le stade terminal de la maladie et nécessitant un traitement de suppléance®.
Afin de pallier aux reins défaillants, le patient peut étre placé sous hémodialyse (HD), filtrant le sang
au travers d’'une membrane et éliminant les fluides en exces ainsi que les déchets métaboliques (Figure

29).

Dialysat Déchets

Anticoagulant l

t }
I !
!

Sang non filtré
- - e

Sang épuré

Fistule artério-
veineuse

Piége a bulle

Figure 29 : Epuration sanguine par hémodialyse

En France, plus de 40 000 patients sont dialysés régulierement et chaque année, ce sont plus de 10 000
personnes qui commencent un traitement de dialyse!®®. ’dge moyen en France d’induction de
I’'hémodialyse était, en 2017, estimé aux alentours de 63 ans. Les hommes sont d’ailleurs plus touchés

que les femmes par I'IRCT, avec un sex-ratio homme femme en dialyse estimé a 1,9 en 20173%34%,

L’insuffisance rénale chronique terminale
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c. Mortalité

Dans pres de la moitié des cas, I'insuffisance rénale chronique terminale (IRCT) est consécutive d’une
pathologie primaire comme |’hypertension (néphropathie hypertensive) ou le diabéte (néphropathie
diabétique). La présence de plusieurs pathologies chez le méme patient explique en partie la mortalité
élevée de cette population. En 2017, plus de 10% des patients greffés ou dialysés sont décédés des
suites de la maladie chronique. La méme année, le taux de survie des patients était estimé a environ
84% la premiére année de traitement et chutait a seulement 32% aprés 10 ans de suivi 1%3%3, Des
comorbidités a la fois cardiaques (cardiopathies valvulaires, insuffisance cardiaque, infarctus du
myocarde,...) et vasculaires (accidents vasculaires cérébraux, artérite des membres inférieurs,...) sont

fréquemment associées a I'IRCT et la mortalité est majoritairement d’origine cardiovasculaire?®.

Les patients atteints d’'une IRCT et traités par hémodialyse présentent un déconditionnement
musculaire important d’apparition progressive*®, Cette composante de la maladie chronique est
encore sous-estimée, alors que le déclin des aptitudes fonctionnelles altére a la fois la qualité de vie et
le pronostic des patients®!. Le pronostic 8 moyen terme des patients sous hémodialyse étant trés
défavorable, la compréhension de I'origine de cette dysfonction musculaire associée a I'IRCT est

primordiale.

1.3. Causes du déconditionnement musculaire du patient hémodialysé

L’atteinte musculaire chez le patient hémodialysé se caractérise par une altération de la quantité et de
la qualité du tissu musculaire. La dysfonction musculaire du patient hémodialysé a d’abord été décrite
comme une conséquence de I'IRCT sous le nom de myopathie urémique, qui concernerait pres de la
moitié des patients sous hémodialyse. Le degré de cette dysfonction musculaire s’aggrave avec
I’évolution de la maladie rénale chronique et sa prévalence augmente dés les premiers stades, jusqu’au

stade terminal ou 1 patient dialysé sur 2 est concerné?®,

a. Dénutrition

L’International Society of Renal Nutrition and Metabolism (ISRNM) recommande I'utilisation du terme
de “Protein—Energy Wasting” (PEW) pour décrire le statut de dénutrition particulier du patient
hémodialysé, et a élaboré une liste de critéres utiles a son diagnostic®®!. Le syndrome de PEW, trés
fréquent chez le patient hémodialysé se caractérise par une perte de poids (Figure 30), une réduction

de la masse musculaire ainsi qu’une réduction des marqueurs biologiques nutritionnels*4.

L’insuffisance rénale chronique terminale



Page |54

La réduction des apports alimentaires liée aux contraintes diététiques et les désordres métaboliques
induits par 'accumulation d’urée sont les deux principales causes de la dénutrition du patient dialysé.
Le traitement par dialyse entraine aussi une déperdition des nutriments, et I'IRCT est a I'origine d’un
hypercatabolisme affectant le renouvellement des protéines nécessaires au maintien de la masse et
de la force musculaire. Si le remodelage musculaire du patient dialysé est multifactoriel, il résulte en

partie de ce déséquilibre entre les processus de dégradation et de synthése protéique.

Dialyse

Perte de poids

Perte de nutriments

Dénutrition

Manque d’appétit

Figure 30 : Dénutrition et phénomene de "Protein Energy Wasting” chez le patient dialysé

b. Inflammation

La plupart des maladies chroniques générent une inflammation persistante au niveau systémique. Les
patients souffrant d’insuffisance rénale chronique (IRC) présentent souvent un tableau inflammatoire
connu pour favoriser la dégradation du muscle et de ses fonctions®. Les mécanismes sous-jacents de
I'inflammation chronique dans le cadre de I'IRC ne sont pas encore élucidés, mais semblent liés a la
présence de toxines urémiques et a la production de cytokines pro-inflammatoires®. L’IRC est aussi
fréquemment associée a de nombreuses comorbidités telles que le diabéte ou I'insuffisance cardiaque
connues pour leurs effets pro-inflammatoires au niveau systémique. L'insuffisance rénale empéche
I’élimination de ces molécules inflammatoires mais altére également la régulation de cette
inflammation chronique et des voies du stress oxydant®, Ces éléments sont connus pour étre

particulierement déléteres pour le tissu musculaire.
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c. Sédentarité

Il existe ainsi une dysfonction musculaire primaire associée a la maladie qui est amplifiée par le
manque d’activité. L’hémodialyse dure généralement entre 3 et 5h et doit étre répétée 2 a 3 fois par
semaine. Un jour sur deux en moyenne, une demi-journée compléte est consacrée au traitement de
suppléance. Les patients sont alors bloqués et maintenus inactifs pendant le traitement, en position
assise (Figure 31) ou alitée, la plupart des patients restant couchés pendant toute la procédure. Pour
la majorité des patients, la durée de la procédure d’"hémodialyse est de 4 heures, auxquelles s’ajoutent
le temps de transport, de branchement et de débranchement. Le temps total d’inactivité lié au
traitement par hémodialyse dépasse ainsi les 15 heures hebdomadaires. Sur une année, cela

représente entre 600 et 1000 heures d’inactivité, soit 4 3 6 semaines®?,

Figure 31 : Immobilité pendant le traitement par hémodialyse

La limitation de I'activité physique, ou hypokinésie, est observée chez plus de 70% des patients dialysés
et est un des facteurs principaux du déconditionnement de ceux-ci. Les patients en hémodialyse sont
considérés comme sédentaires selon I'OMS, présentant un niveau d’activité quotidienne trés faible,
avec moins de 5000 pas par jour’. L'IRCT est fréquemment associée a des comorbidités (diabéte,
hypertension, cardiopathies...), contribuant, en plus de la maladie et de son traitement lourd, a de trés

faibles niveaux d’activité physique.

d. Anémie

L'insuffisance rénale chronique est a l'origine de troubles sécrétoires entrainant un déficit en

érythropoiétine (EPO), hormone activant la synthése de nouveaux globules rouges. Les patients
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présentent dans la majorité des cas un déficit en globules rouges, aussi appelé anémie. Les patients
dialysés ont donc une capacité de transport de I'oxygene fortement diminuée, donc une fatigabilité
musculaire plus importante, une baisse des performances ainsi qu’une diminution de la consommation
maximale d’oxygene. L'anémie s’accompagne ainsi d’adaptations métaboliques a un apport en
oxygeéne moindre qui impacte négativement la tolérance a I'effort. L'apport réduit en oxygene de la
mitochondrie est la cause d’'un métabolisme énergétique aérobie insuffisant. En conséquence, lors
d’un effort physique, une ventilation pulmonaire suivie d’'un essoufflement est souvent remarquée
chez les patients dialysés. Une baisse de 50% de la capacité fonctionnelle due a I'anémie a été mise en

évidence apreés la dialyse**.

Sur le long terme, le traitement de dialyse occasionne des altérations du métabolisme oxydatif. Les
seuils ventilatoires et la consommation maximale d’oxygéne (VOamax) sont réduits chez le patient
dialysé, engendrant une acidose métabolique précoce a I'exercice. Une étude menée par Sietsema et
al. portant sur 193 patients montre une VOxmax estimée a 18,5 mL/min/kg en moyenne chez le patient
dialysé, valeur largement inférieure a la moyenne d’une population saine et au seuil des principales
activités quotidiennes (30 a 60 mL/min/kg). Cette étude montre également qu’une VOmax inférieure a
17,5 mL/min/kg est associée a une surmortalité®’. La majorité des patients sont traités par EPO
injectable a chaque traitement de dialyse pour pallier a 'anémie, mais leur taux de globules rouges

demeure la plupart du temps inférieur a la norme, limitant la pratique d’efforts longs ou intenses!>.

e. Fatigue

La sensation de fatigue constitue au fur et a mesure le premier facteur limitant de I’activité physique
chez les patients dialysés. Définie comme un manque général d’énergie, elle concerne 60% a 97% des
patients sous dialyse, 3 fois plus que sa prévalence chez une population saine'’®. La fatigue des patients
dialysés est d’une part due a des facteurs physiologiques comme I'anémie, les troubles métaboliques
et du sommeil ; et d’autre part a des facteurs psychologiques comme la dépression et le stress. Le
facteur le plus déterminant du niveau de fatigue reste le niveau d’activité journalier, a I'origine d’un
cercle vicieux : la fatigue constitue le premier obstacle a I'activité physique, et le manque d’activité

physique entraine une sensation de fatigue plus importante et plus précoce lors du moindre effort.

f.  Neuropathies

L'insuffisance rénale chronique est responsable de complications neurologiques principalement liées
a I'état urémique des patients. L'exces d’urée, tres toxique pour l'organisme, se traduit par des
anomalies nerveuses comme la dégénérescence axiale et la démyélinisation des fibres. Ces

complications sont trés fréquentes puisqu’elles concernent plus de 60% des patients atteints d’IRC et
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plus de 87% des patients dialysés’®. L’apparition des polyneuropathies urémiques est cependant trés
tardive dans la maladie rénale chronique : les symptémes d’atteinte nerveuse semblent corréler avec
un débit de filtration glomérulaire inférieur a 12 mL/min/1,73m?, correspondant a une destruction de
75% des néphrons fonctionnels. Les symptomes semblent par ailleurs étre stabilisés pendant la

dialyse3¥.

1.4. Physiologie du remodelage musculaire du patient hémodialysé

Les symptomes de cette atteinte musculaire et les mécanismes sous-jacents présentent certaines
similitudes avec le déconditionnement musculaire observé lors du vieillissement, amenant a remplacer
le terme de myopathie urémique par celui de sarcopénie urémiquel!®, Cependant, certaines

particularités de la dysfonction musculaire du patient hémodialysé ont été décrites dans la littérature.
a. Modifications structurales et morphologiques

L'analyse des modifications structurales chez le patient hémodialysé requiert [|'analyse
morphométrique et histologique de biopsies musculaires. Peu d’études ont évalué ces parameétres et
leurs résultats sont parfois contradictoires. Si une atrophie des fibres rapides est généralement
décrite®®, d’autres études ont cependant rapporté que les fibres lentes étaient les plus touchées par
I’atrophie musculaire chez les patients insuffisants rénaux®11%192361 Dans ces derniéres, la proportion

relative de fibres de type Il est augmentée en dépit de I'atrophie musculaire présente.

La plus récente étude, conduite par Lewis et al., reporte une augmentation de la proportion de fibres
de type | au détriment des fibres de type |, avec une augmentation de la surface de section quelle que
soit la typologie des fibres?’. Une réduction de la surface des fibres de type Il est pourtant cohérente
avec le déficit de production de force et le mode de vie sédentaire des patients hémodialysés, mais
reste pour I'heure difficile a établir. La détermination de la surface de section des fibres se heurte a
des difficultés méthodologiques qui pourraient expliquer I'incohérence des résultats établis jusqu’ici.
Premierement, le petit nombre d’études contrdlées limite la comparaison des données des patients a
une population saine présentant le méme niveau d’activité physique. Ensuite, I'évaluation de la surface
de section des fibres dépend largement de la qualité des biopsies et de leur analyse. L’orientation des
fibres lors de la congélation de I'échantillon, la découpe transversale des sections, la qualité du
marquage histologique et la méthode de calcul sont déterminants de la justesse d’évaluation de la
surface de section. De plus, chez les patients atteints d’IRC, I'hyperhydratation et la présence
d’cedémes peuvent induire une augmentation de la surface de section des fibres et masquer la

présence d’une atrophie?®’.
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La réduction progressive du nombre de fibres musculaires est en partie expliquée par une perte de
I'innervation des unités motrices et liée au développement des neuropathies consécutives de I'IRCT
326347 Un découplage entre excitation et contraction musculaire apparait, avec un ralentissement de
la vitesse de conduction et de la contraction. L’atteinte neurologique est responsable de la réduction
du nombre d’unités motrices opérationnelles et participe ainsi a la perte de masse mais aussi a la perte
de force musculaire. D’autres éléments comme la présence d’amas de fibres de type Il et la réduction

localisée de la surface des fibres suggérent aussi une altération de la jonction neuromusculaire’.

Figure 32 : Ultrastructure du vaste latéral d’un sujet sain et d’un patient hémodialysé. Des amas de
mitochondries d’apparence enflée (fleches) et une zone de disruption de la strie Z (*) sont visibles chez le
patient hémodialysé. En considérant la différence d’échelle des deux images, les mitochondries chez le sujet
sain (fleches) sont de taille similaire au patient hémodialysé alors qu ’elles sont observées a un grossissement
3 fois plus grand. D apres Lewis et al., 2012

La diminution de la densité capillaire, soit le nombre de vaisseaux capillaires par unité de surface de
matériel contractile, a été observée chez le patient hémodialysé?*”:3¢1, Cette diminution peut atteindre
plus de 30%2%. Une plus faible conductance de I'oxygéne a aussi été mise en évidence dans les muscles
des patients présentant une insuffisance rénale chronique3®. Le diabéte est aussi associé a une
altération de I'apport en oxygéne au cours de I'exercice*®. Face a une augmentation de la demande
générée par I'effort, il semble que I'apport musculaire en oxygéne et en nutriments soit limité a la fois

par le réseau capillaire insuffisant et par une moins bonne diffusion de I'oxygene a I'intérieur du tissu.

D’autres anomalies structurales du muscle strié squelettique des patients présentant une IRC visibles
en microscopie électronique ont été rapportées, comme une réduction du contenu en glycogéne, une
dégénérescence des myofibrilles, une désorganisation des sarcomeres voire une rupture des stries Z
(Figure 32). Des anomalies mitochondriales marquées ont également été décrites, avec la présence de

mitochondries dilatées, isolées et dispersées les unes par rapport aux autres?®’. Ces anomalies
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semblent cohérentes avec la raréfaction capillaire et la diminution de I'apport en oxygéne du tissu

musculaire des patients hémodialysés.
b. Perturbations métaboliques

La mise en évidence de modifications structurales chez le patient hémodialysé ne suffit pas a
caractériser pleinement la dysfonction musculaire. D’autres méthodes comme I’évaluation de I'activité
de certaines enzymes permettent I'analyse plus poussée de la physiologie musculaire du patient
atteint d’IRCT. Plusieurs études démontrent des altérations particulieres du métabolisme oxydatif et

de la fonction mitochondriale, mais d’autres ne supportent pas ces observations.

L’activité de la citrate synthase et d’autres enzymes oxydatives a été montrée comme inchangée voire
augmentée dans deux études menées chez le patient souffrant d’IRC*>3Y’, Cependant, la population
analysée était plutdt jeune. A I'inverse, dans une autre étude, I'activité de la citrate synthase et de la
cytochrome c oxydase était diminuée chez le patient IRC par rapport a des sujets sains?*’. Dans cette
méme étude, I'activité de la succinate déshydrogénase était réduite chez un grand nombre de patients
hémodialysés en comparaison a une population contréle. L'IRCT est associée a des mutations de I’ADN
(acide désoxyribonucléique) mitochondrial ainsi qu’a wune altération des protéines
mitochondriales?®”-%%2, Ces protéines ont un réle majeur dans la chaine de transport des électrons et
donc dans la synthése d’ATP en condition aérobie®. Plusieurs études ont mesuré ce flux mitochondrial
de production d’ATP chez le patient dialysé ou souffrant d’IRCT, qui atteignait entre 44 et 77% des

valeurs contréles pendant I'épreuve incrémentale, indiquant une diminution des capacités de synthése

d’ATP en lien avec I'IRCT?’®,

L’état inflammatoire chronique et le phénomeéne de PEW observés chez ces patients semblent étre liés
ala diminution de 'activité mitochondriale et au déficit de renouvellement de ces organites cellulaires.
La régulation de la production d’especes réactives de I'oxygene est principalement assurée par la
mitochondrie et semble détenir un role clé dans la détérioration du métabolisme musculaire des
patients hémodialysés. Le stress oxydant est également impliqué dans la progression des lésions
rénales, la pathogenése de |'athérosclérose et I'exacerbation des symptémes associés a la maladie
rénale?®. Des facteurs associés a l'urémie et a la dialyse contribuent a la génération d’un stress oxydant
et a un état pro-inflammatoire, tout comme lI'exposition a des endotoxines contenues dans le
dialysat®®. La biocompatibilité des membranes utilisées pour I’hémodialyse est aussi responsable d’un

335

stress oxydant dans le muscle squelettique®*> qui est induit par la production accrue de ROS pouvant

entrainer des lésions de I’ADN, des protéines et des lipides!33242283,
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c. Conséquences fonctionnelles de la dysfonction musculaire

La baisse du niveau d’activité physique se traduit par des troubles fonctionnels du systéeme moteur
(douleurs articulaires, musculaires, tendineuses..) associés a une mobilité articulaire limitée, des

troubles de I'équilibre et de la coordination*?!.

L'inactivité engendre une perte de force, les
comorbidités associées diminuent les capacités cardiovasculaires et I'ensemble impacte la qualité de
vie, créant un cercle vicieux de déconditionnement du patient hémodialysé**!. L'importance du
phénoméne de PEW est en lien avec le niveau de survie des patients atteints d’IRCT ainsi qu’avec la
baisse de leur qualité de vie et de leur autonomie®*?3%’, Ce phénoméne d’appauvrissement protéique
global se traduit en premier par une perte de masse musculaire qui peut favoriser la dépendance et

accroitre le risque de chute ; mais aussi s’accompagner d’infiltrations graisseuses favorisant

I'insulinorésistance voire le développement d’un syndrome métabolique et de ses conséquences??.

La tolérance a I'effort des patients dialysés baisse au fur et a mesure que la maladie progresse, sans
qu’il n’y ait d’influence de la pathophysiologie de I'atteinte rénale®®. Les patients présentant une IRC
ont une consommation maximale d’oxygéne réduite de 50% comparé a une population sédentaire**’.
Les patients longtemps dialysés présentent aussi des pathologies vasculaires, des complications
cérébrovasculaires, une immunodéficience ou encore des infections qui ont un réel impact sur la
condition physique et la capacité fonctionnelle des patients dialysés. D’une maniére générale, on
estime que les puissances maximales d’exercice chez les patients dialysés ne dépassent pas 51% de la
valeur établie pour une population saine. L’intolérance a I'effort des patients dialysés qui en résulte se
traduit a la fois par la diminution des capacités de production de force et de I’altération de la résistance

a la fatigue du systeme musculaire.

La capacité fonctionnelle des patients dialysés avant 30 ans s’éléve ainsi a 75% de la norme pour la
population sédentaire, entre 30 et 60 ans a seulement 57% et aprés 60 ans, cette valeur descend en
dessous de 40%>*2. Une étude menée par Gutman et al. en 1981 consistait en une évaluation du niveau
d’activité physique et de I'indépendance de 2191 patients sous dialyse'®. Seuls 60% d’entre eux
étaient complétement ou partiellement indépendants de I'aide d’autrui, 20% étaient indépendants
uniquement dans le cadre du domicile et 20% d’entre eux étaient totalement dépendants d’une aide
extérieure. Chez les patients hémodialysés, le risque de chute a été montré comme supérieur a celui

996,113,240 ot |3 fréquence des fractures de la hanche est aussi 4 fois plus

d’une population de méme age
élevée que dans une population sédentaire'®. En considérant I’évolution de la sédentarité dans la
société aux cours de ces 40 derniéres années, il est fort probable que ces chiffres soient encore

davantage préoccupants a I’heure actuelle.
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2. Dépistage du déconditionnement musculaire du patient hémodialysé

L'importance du déconditionnement musculaire du patient hémodialysé est souvent sous-évalué et il
n’existe pas vraiment de consensus pour I'évaluer de fagcon systématique et standardisée. La majorité
des manifestations du déconditionnement étant peu spécifiques, I'examen clinique ne parvient pas
toujours a déceler d’anomalie fonctionnelle traduisant une dysfonction musculaire. Comme lors de
I’évaluation de la sarcopénie, le dépistage du déconditionnement chez le patient hémodialysé inclut

I’évaluation de la masse musculaire.

2.1.Evaluation de la masse musculaire

Comme chez les personnes agées, la méthode de référence pour I'évaluation de la composition
corporelle totale est I'absorptiométrie biphotonique (DXA)**2. Si la DXA permet de mesurer
quantitativement les différents compartiments corporels, I'imagerie par résonnance magnétique
(IRM) permet de caractériser précisément la masse musculaire’®? (Figure 33) indépendamment de la
présence d’'cedeme, de fibrose et d'infiltrats graisseux souvent rencontrée chez le patient

hémodialysé*®3,

Figure 33 : Imagerie par résonnance magnétique de la cuisse (4) d'une femme de 72 ans en bonne santé et (B)
d'une patiente de 70 ans traitée par hémodialyse. Les zones contractiles apparaissent noires tandis que la
graisse et l'os apparaissent blancs. En plus d'une réduction de surface du muscle, le muscle de la patiente sous
dialyse est caracteérisé par la présence de matériel non contractile. D aprés Johansen et al., 2003

L'impédancemétrie peut étre réalisée rapidement et a faible co(t. Elle permet d’estimer la
composition corporelle en masse grasse et en masse maigre, mais la mesure est tres dépendante de
I'état d’hydratation des sujets**®. Chez le patient dialysé, I'échographie musculaire peut aussi étre
envisagée afin d’évaluer la composition des tissus et notamment différencier les tissus adipeux des

3

tissus musculaires*®. Si I'acquisition des images requiert une certaine adresse de la part de
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I’expérimentateur, I'échographie permet d’analyser la qualité du tissu musculaire en distinguant les

zones hyperéchogenes, I'angle de pennation, |’épaisseur du muscle et la surface de section.

Il est aussi possible d’estimer indirectement la masse musculaire du patient hémodialysé par la mesure
de la créatininurie sur 24 heures. Pour rappel, la créatinine est un déchet métabolique produit par le
tissu musculaire et exclusivement éliminé par le rein. En tenant compte de la diurése résiduelle, le
dosage de la créatinine entre deux séances de dialyse permet d’estimer la masse musculaire via I'index
de créatinine®®. A la différence des mesures directes, I'index de créatinine est plus sensible a la
dénutrition et peut facilement étre utilisé en routine®®. La mesure peut toutefois étre influencée par
d’autres parametres que la masse musculaire et la présence d’une fonction rénale résiduelle et ne pas

correspondre aux résultats obtenus par d’autres méthodes comme I'impédancemétrie®,

2.2.Evaluation de la force musculaire

L’évaluation de la masse musculaire fait depuis toujours partie des parametres évalués en routine
clinique chez le patient en HD, mais la mesure de la force demeure négligée®°. La perte en masse
musculaire (sarcopénie) ne traduit pas de maniere proportionnelle le déficit de production de force

182 Sj la masse

(dynapénie) et survient méme apres la diminution des capacités fonctionnelles
musculaire est un facteur prédicteur de survie, la force musculaire, plus représentative des capacités

individuelles, est un marqueur puissant de I'indépendance fonctionnelle et de la qualité de vie®137:192,

Parmi les mesures de la force musculaire, I’évaluation de la force maximale de préhension ou handgrip
(Figure 34) des membres supérieurs est rapide et reproductible?®®. L’évaluation peut se faire sur les
deux bras en dehors de la dialyse et seulement sur le bras non-fistulé lorsque le patient est branché.
Néanmoins, la force maximale de préhension diminue au décours de la procédure d’hémodialyse,

302 Aucun

nécessitant la standardisation de la mesure pour des études longitudinales ou comparatives
consensus n’a jusqu’ici été établi quant a la position a adopter pour réaliser la mesure. La force
maximale des fléchisseurs des doigts peut étre atteinte lorsque la longueur du muscle est optimale,
impliquant la flexion du coude aux environs de 100°. On retrouve cependant des mesures effectuées

en flexion 4 90° ou encore en extension du bras, compliquant la comparaison des études entre elles’?.

La force maximale de préhension est corrélée a la force des membres inférieurs*?, mais elle ne
constitue cependant pas une mesure directe des capacités de production de force des jambes,
cliniguement plus représentatives du déconditionnement musculaire. La mesure de la force maximale
isométrique volontaire (FMV) du quadriceps, groupe musculaire majeur des membres inférieurs, fait
partie des derniéres recommandations internationales®. Elle nécessite des appareils de mesure

dynamométriques ou encore des bancs de force, moins accessibles en routine clinique®®. Cette
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mesure est particulierement intéressante de par sa précision, sa reproductibilité et son adéquation
avec les capacités réelles du patient. Il est possible avec les mémes outils de mesure de force de
déterminer I’endurance musculaire des membres supérieurs et inférieurs. Le test d’endurance

musculaire évalue la durée maximale de contraction du patient a 30% de sa force maximale®*,

Homme Femme
40-44 > 35,5 > 18,9
45-49 >34,7 > 18,6
50 -54 >32,9 >18,1
55-59 > 30,7 >17,7
60 — 64 > 30,2 >17,2
65 -69 > 28,2 > 15,4
70-99 >21,3 > 14,7

Figure 34 : Valeurs de force de préhension (en kg) de référence en fonction de l'dge et du genre. D'apres
Gaikwad et al., 2016

2.3. Evaluation des capacités fonctionnelles

L’évaluation des capacités fonctionnelles précise la description clinique du patient. Les outils et
démarches utilisés sont complémentaires et le choix d’un test ou d’un autre dépend de I'objectif fixé.
Cette évaluation, pour étre la plus compléete possible, se doit d’aborder les différents aspects liés au
mouvement. La motricité est un terme englobant les parametres nécessaires a la mise en mouvement
de l'organisme : la force, la vitesse, I'endurance, I’équilibre, la coordination. Les différents tests cités
ci-aprés sont adaptés a I’évaluation du déconditionnement et donc des capacités fonctionnelles des

patients dialysés.

a. Tolérance a I'effort

L’épreuve d’effort maximal a charge croissante est réalisée sur bicyclette ergométrique. Le but de ce
test est de rechercher les limitations et les contre-indications cardio-respiratoires a I’exercice. On
mesure ainsi chez les patients dialysés la consommation maximale en oxygéne ou VOxmax (Figure 35).
Un test d’endurance peut compléter I'épreuve d’effort maximale. Le test permet d’évaluer combien
de temps le patient arrive a maintenir son effort a une charge correspondant a 70% de sa puissance

maximale théorique®®.
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Figure 35 : Niveau de la consommation maximale en oxygene (VOzmax) chez les patients hémodialysés (A) en
comparaison a des hommes et femmes sédentaires ne présentant pas de pathologie. D aprés Painter, 2008

b. Vitesse de marche

Le test de marche de 6 minutes est I'un des plus utilisés pour évaluer les capacités fonctionnelles d’un
patient quelle que soit sa pathologie. Il consiste a mesurer la distance la plus longue parcourue en
marchant sur une surface plane pendant 6 minutes. L'expression des résultats se fait suivant un
pourcentage de la valeur théorique, qui dépend de I'age, du sexe et de la taille. Une table de valeurs

de référence a été dressée en fonction de ces paramétres®.

Le test de marche de 6 minutes (6’ walking test) est adapté a une condition physique diminuée, comme
dans le cas de I'IRC, puisqu’il se situe a un niveau sous-maximal correspondant aux activités de la vie
qguotidienne. Il est appliqué par ailleurs dans le suivi régulier des patients, pratiquant ou non un
programme d’activité physique, permettant de juger de I'efficacité de celui-ci ou simplement de suivre

I’évolution de la capacité fonctionnelle dans un état pathologique.

Le test de la vitesse spontanée de marche est un autre test standardisé, simple et présentant peu de
risques pour le patient. La vitesse de marche est un aspect important de la vie quotidienne qui est
utilisée en clinique et en recherche comme une mesure objective de la mobilité fonctionnelle. De plus,
elle est un facteur clé dans I'évaluation du besoin de réadaptation, des risques de chute et de la

|5,146

prédiction d’un déclin fonctionne . Ainsi, un déclin de la vitesse de marche entraine des

conséquences telles que I’hospitalisation, la perte d’autonomie et la mortalité>3%3,

La vitesse de marche représente une mesure pratique permettant d’évaluer la capacité fonctionnelle

d’un individu. Le test de marche de 10 metres (TM-10) est la mesure la plus utilisée pour évaluer la
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vitesse spontanée de marche. La vitesse est suivie par chronometre sur un parcours réduit, pendant
lequel le patient marche régulierement a son rythme habituel. En général, les patients dialysés

atteignent 66% des valeurs attendues pour ce test®®.

c. Sit-and-Stand test

Le test du assis-debout a pour but d’évaluer la fonction des membres inférieurs. Sur un laps de temps
court (30 secondes), le patient doit se lever de la chaise et s’y rasseoir autant de fois qu’il le peut. La
chaise, placée contre un mur, n’est pas équipée d’accoudoir, et le patient ne doit pas s’aider de ses
bras : le but est ici de se servir uniquement des membres inférieurs. Chaque lever complet est compté
pendant les 30 secondes. Les résultats de ce test sont exprimés sous la forme d’un score correspondant
au nombre de levers complets effectués. Il est compris entre 0, si aucun des mouvements n’est
effectué, et généralement 20, pour les individus les plus sportifs. Les patients dialysés atteignent

généralement un score inférieur a 25% des valeurs attendues®®.

d. Tests d’équilibre

L’équilibre est un autre déterminant de la condition physique. Une dégradation de cette faculté est a
I’origine de troubles moteurs secondaires et de chutes. Deux types de tests d’équilibre sont pratiqués

car complémentaires I'un de l'autre : les tests statiques et les tests dynamiques.

Le test statique d’équilibre sur une jambe dure moins de soixante secondes. Son but est de mesurer
les aptitudes au controle de la posture lorsque le corps est en seul appui sur une surface réduite. Le
patient choisit la jambe qui lui convient le mieux pour se tenir, chaussé, en équilibre unipodal et les
yeux ouverts. La jambe opposée est remontée et pliée, de sorte que le talon vienne se placer sur la
face interne du genou en appui. Le patient garde les bras décontractés le long du corps. Lorsqu’il se
sent confortable et dans une bonne position, le chronomeétre est déclenché, et sera arrété au moment

ou le patient perd I'équilibre. Le résultat du test est exprimé en secondes.

Le test dynamique de la marche a reculons a pour but d’évaluer I'efficacité du contréle postural en
condition d’appui sur une surface réduite pendant le déplacement et sans utilisation de la fonction
visuelle. Une ligne de six metres, droite, est mise en place au sol. Le patient se place au bout de la ligne,
retourné et regarde droit devant. Les pieds sont mis I'un derriere I'autre de sorte que le talon de la
chaussure avant touche la pointe de la chaussure arriére. Le patient doit marcher a reculons dans cette
disposition, le long de la ligne, sans baisser le regard. Il peut s’aider de ses bras pour s’équilibrer, sans

qu’ils ne dépassent la hauteur des épaules®®,
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Le chronométre est déclenché au moment du premier contact talon-pointe et est arrété lorsque le
patient atteint le bout de la ligne. Le patient dispose de trois essais sans erreur (sortie de ligne ou non-
contact talon-pointe) pour effectuer le test. Le meilleur temps sera retenu pour réaliser la cotation. Si

aucun essai n’est fructueux, la cotation appliquée sera de zéro.
e. Timed-up and go

Ce test a pour but d’évaluer I'efficacité des mécanismes de transfert entre la position assise et la
station debout, de la marche et du changement de direction. Une chaise avec accoudoirs est placée a
trois meétres d’un mur. Le patient est assis, doit se lever, puis marcher droit jusqu’au mur, y faire demi-
tour sans le toucher avant de revenir vers la chaise, d’en faire le tour et de s’y rasseoir. Le chronométre

est déclenché au début du lever : la manceuvre ne doit pas durer plus de vingt secondes.

Le temps mesuré ne constitue pas le résultat du test mais seulement une composante. Le score final
tient aussi compte des hésitations et trébuchements lors des transferts entre les positions assise et
debout, de la marche et des changements de direction. La cotation est réalisée par I'examinateur en
fonction du risque de chute, 1 étant le niveau le plus faible. Un niveau supérieur ou égal a 3 traduit un

risque important?®,
f. Short Physical Performance Battery

Le SPPB (Short Physical Performance Battery) comprend 3 tests fonctionnels standardisés et donne un
score sur 12 points. Les tests tiennent a la fois compte de I'équilibre, de la vitesse de marche, de la
force et de I'endurance®. La fragilité est diagnostiquée pour un SPPB < 8, et le risque de fragilité est

présent pour des scores compris entre 9 et 11%°,
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Figure 36 : Evolution avec intervalles de confiance (95%) du score au Short Physical Performance Battery en fonction du
niveau de départ au cours d’un suivi de patients geriatriques sur 36 mois. D apres Sverdrup et al., 2020
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Le SPPB apparait comme un test rapide, pratique et permet une évaluation simple de plusieurs
composantes des capacités fonctionnelles. S’il estimplémenté de facon courante en gériatrie*® (Figure

36), son utilisation chez le patient hémodialysé reste négligée.

2.4.Evaluation du niveau d’activité physique et de la qualité de vie

a. Podometres et accélérometres

Le principe de la podométrie est de calculer le nombre de pas quotidiens en captant les mouvements
de locomotion effectués par le patient. La marche est en effet I'activité physique la plus fréquente car
la plus accessible pour les patients dialysés. En théorie, les recommandations fixent un « objectif-santé
» de 10 000 pas par jour pour la population générale. L’outil est particulierement accessible et simple,
fréquemment utilisé pour motiver les patients a la pratique de I’activité physique : les objectifs définis
sont des nombres de pas a atteindre au quotidien, facilement réalisables par des patients dialysés3!4.
Ces appareils sont peu colteux, et des applications mobiles permettent aujourd’hui de réaliser les
mesures directement sur téléphone portable. En revanche, le podomeétre ne tient pas compte des

notions de vitesse et d’intensité, d’ou I'utilisation complémentaire d’accélérometres.

L’accélérometre détecte les activités de moyenne et de forte intensité, et son utilisation a été validée
pour les patients dialysés'®. L'outil comprend un accélérométre sur deux axes, un capteur de
température et de flux de chaleur a la surface de la peau : on peut ainsi estimer la dépense énergétique
totale et la dépense liée a I'activité physique en fonction de son intensité. D’autres indications comme
la durée d’activité et le temps de sommeil sont données par I'appareil. Contrairement au podomeétre,
la plupart des accélérometres ne sont pas munis d’un affichage, et ne permettent donc pas au patient

de suivre son activité quotidienne. L’appareil est aussi moins accessible du fait de son prix.

b. Questionnaires d’activités quotidiennes

Les questionnaires et les entretiens avec le patient sont les outils mis a disposition pour estimer ses
activités quotidiennes et sa qualité de vie. Plusieurs auto-questionnaires validés sont utilisés dans le
cas des patients dialysés. Les questionnaires d’activités quotidiennes comme I'lPAQ (International
Physical Activity Questionnaire), I’ADL (Activities of Daily Living) et I'lADL (Instrumental Activities of
Daily Living) se ressemblent fortement et sont normalement utilisés en gériatrie. Leur but est d’évaluer

les activités domestiques que le patient effectue dans sa vie courante.

Ces questionnaires portent sur les activités physiques effectuées sur une période donnée. Le patient

estime la durée, la fréquence de ses différentes activités mais aussi de ses périodes d’inactivité. Leur
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remplissage prend du temps et nécessite de former le patient a la notion de quantification de ses
activités. En général, les patients ont tendance a les surestimer. Les résultats sont souvent exprimés
en équivalents métaboliques (MET-min/semaine). Le questionnaire de Le Voorrips, congu pour des
adultes et des personnes agées, est aussi validé chez le patient dialysé*®. Il tient compte des activités
qguotidiennes dans leur ensemble et permet de classifier le niveau d’activité physique en 3 catégories :

élevé, moyen ou faible.

C. Questionnaires de qualité de vie

L’évaluation complete du patient comprend en plus des évaluations cliniques et fonctionnelles une
évaluation par entretien. Ce dernier aspect aborde le ressenti du patient sur sa santé, se fiant a ses
dires, offrant un regard subjectif qui vient compléter I'objectivité des données fonctionnelles et
cliniques. La santé du patient, pour étre étudiée dans sa totalité, doit aussi tenir compte de sa santé

perceptuelle.
e Questionnaire SF-36 (Short Form 36)

Le questionnaire SF-36 est le plus utilisé dans I’évaluation de la qualité de vie de la population générale.
Il évalue des composantes physiques et psychologiques et peut étre utilisé pour faire le suivi du patient
pendant un programme de reconditionnement par exemple. Il comprend 36 questions réparties dans
plusieurs items, mesurant d’'une part la santé physique et d’autre part la santé mentale. Le score

obtenu a ce test est compris entre zéro et cent.

Un score inférieur a 34 est associé a une mortalité et une fréquence d’hospitalisation multipliées par
deux®. La population saine obtient un score de fonctionnement physique aux environs des 85. Pour
les patients dialysés, il s’avére compris entre 30 et 56, indiquant une mauvaise qualité de vie en lien

avec |altération de la condition physique, la fréquence des hospitalisations, la fatigue et la douleur??’,
e Questionnaire KDQOL-36™

Une version du questionnaire SF-36 adaptée au patient dialysé a été développée pour tenir compte
des spécificités de la maladie chronique?®®. Il contient une version simplifiée du SF-36 de 12 items
généraux (SF-12) et 24 items relatifs a la maladie rénale chronique. Comme le questionnaire dont il est
issu, son remplissage nécessite du temps et la formation de l'investigateur. Certaines questions

intrusives limitent aussi son utilisation courante.
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e SARC-F

Le questionnaire SARC-F est rapide, facile et spécifique de la sarcopénie. Il se compose de 5 questions
orientées autour des difficultés quotidiennes, un score supérieur a 4 laissant supposer la présence

d’une sarcopénie (Table 5).

Question Score

Force musculaire Avez-vous des difficultés pour Aucune =0
lever et transporter 5 kg ? Unpeu=1

Beaucoup ou incapable = 2
Troubles de la marche = Avez-vous des difficultés pour Aucune=0

marcher dans une piece ? Unpeu=1

Beaucoup, avec aide ou incapable = 2
Lever d’une chaise Avez-vous des difficultés pour Aucune=0
vous lever d’une chaise ? Unpeu=1

Beaucoup, avec aide ou incapable = 2
Montée des escaliers | Avez-vous des difficultés pour Aucune=0
monter 10 marches ? Unpeu=1
Beaucoup ou incapable =2
Chutes Combien de fois étes-vous Pasde chute=0
tombé dans les 12 derniers 1a3chutes=1
mois ? > 4 chutes =2

Table 5 : Questionnaire SARC-F

Plusieurs études ont montré que le SARC-F possédait une valeur prédictive comparable a I'algorithme
établi par 'TEGWSOP*?2, Surtout, avec une valeur prédictive négative de 96%, le test permet d’exclure
la quasi-totalité des sujets non sarcopéniques. Chez le patient hémodialysé, ce test est mieux corrélé
a la force musculaire des extenseurs du genou que la masse musculaire, quelle que soit la méthode

d’évaluation?®2.

3. Prise en charge du déconditionnement musculaire chez le patient hémodialysé

Le progres en terme de technologie médicale et la modernisation des établissements de santé ont
permis d’améliorer la qualité de vie des patients dialysés, méme si elle n’est toujours pas comparable
avec celle d’une population saine. Les patients apprennent a composer avec le caractére incurable de
la maladie chronique, le régime alimentaire restrictif et le rythme de la dialyse. La dégradation des

capacités fonctionnelles liée a I'IRCT et l'incidence psychologique que la maladie entraine forment
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souvent un frein a la pratique d’une activité physique : le patient adopte et conserve un état de

sédentarité trés avancé, dans lequel il ne fait que ses activités quotidiennes indispensables®,

Le déconditionnement musculaire conduit a la diminution de la qualité de vie, a une perte d’autonomie
et détériore le pronostic du patient hémodialysé?>®2732%7 Afin d’éviter la dégradation de la santé, de la
qualité de vie et la survenue d’une dépendance, le déconditionnement du patient hémodialysé
nécessite une prise en charge précoce®. L’absence de traitement pharmacologique de la dysfonction
musculaire renforce I'intérét de I'exercice physique, dont la pratique réguliere associée a un soutien
nutritionnel apparait comme la principale contre-mesure efficace du déconditionnement musculaire.
Dans ce contexte, la nature et I'intensité des exercices sont adaptées au statut fonctionnel et a I'age
et ont pour objectif d’augmenter la mobilité en développant la force et 'endurance des membres
inférieurs et supérieurs. La pratique réguliére d’une activité permet au tissu musculaire de recouvrer
en partie son équilibre de fonctionnement et ainsi de limiter les effets néfastes du déconditionnement.
En contrecarrant la perte progressive des capacités musculaires, 'exercice physique est bénéfique

pour la fonction physique dans son ensemble.

i :
Pourcentage d’installations O Offrant un programme d’exercice pendant la dialyse
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Figure 37 : Pourcentage d’installations de dialyse offrant un programme d’exercice par pays. Rapporté par le
questionnaire des pratiques des unités DOPPS 111 (2005-06), installations n = 204. ANZ, Australie et Nouvelle-
Zélande; JP, Japon; BE, Belgique; FR, France; GE, Allemagne; IT, Italie; SP, Espagne; SW, Suéde; UK,
Royaume-Uni ; CA, Canada ; US, Etats-Unis. D apres Tentori et al., 2010

Dans les pays scandinaves, depuis plus de 10 ans, la dialyse est associée de facon systématique a de
I'exercice®??. Ailleurs dans le monde, peu de centres de dialyse mettent en place de tels programmes
(Figure 37). Dans une enquéte aupres de 505 néphrologues américains, bien que 97 % d’entre eux
estiment la pratique sportive bénéfique pour les patients dialysés, seuls 38 % évaluent le

déconditionnement et 5 % ont mis en place un programme d’activité physique®. Les obstacles
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identifiés sont nombreux, tant du coté du patient (absence de motivation, fatigue, dépression,
maladie, absence d’encouragement par I'équipe, méconnaissance des bénéfices), que du coté de
I’équipe soignante (absence de conviction, manque de temps, de moyens ou de compétences) et de
celui des établissements de santé (manque de moyens, de place,...)**X. En France, I’exercice physique
du patient hémodialysé commence a se développer mais ne fait pas encore partie du parcours de

soin*?2.

3.1. Activité physique et insuffisance rénale chronique terminale

Pourtant, I'exercice est bénéfique a de nombreux niveaux de I'IRCT, et la rupture de la spirale de
déconditionnement améliore la vie au quotidien et a un effet positif sur les comorbidités associées a

la maladie®®.
a. Intéréts majeurs

Les aptitudes physiques du patient souffrant d’IRCT sont liées a la mortalité et a la fréquence
d’hospitalisation, et peuvent étre utilisées comme prédicteur de survie?”. L’augmentation de I'activité
physique dans cette population réduit considérablement la mortalité?°4%, La pratique méme a basse
intensité d’une activité a aussi un effet positif sur les facteurs de risque cardiovasculaires notamment
grace a I'amélioration du profil lipidique, de la sensibilité a I'insuline et du contréle tensionnel®, La
pratique d’une activité physique réguliere, méme de basse intensité, permet d’assurer le maintien
d’une fonction des membres inférieurs suffisante pour conserver son indépendance quotidienne*>446,
En réduisant la masse grasse et la dégradation protéique, ainsi qu’en améliorant la force musculaire et

les capacités cardiovasculaires®®3, la pratique d’une activité physique adaptée au patient dialysé

améliore sa santé de fagon globale.

Par ailleurs, I'activité physique est percue par les patients dialysés comme un facteur de motivation
pour maintenir une vie quotidienne active'®3!, Chez la plupart des patients reprenant I'exercice, les
programmes proposés représentent le seul moyen de maintenir une activité réguliere malgré les
contraintes de la maladie. Les personnes dialysées qui ont recours a un encadrement se sentent en
confiance avec un professionnel capable d’apprécier leur déconditionnement, rendant la pratique
facile et sans risque®’. Ils accordent alors moins de place a la maladie et retrouvent un état émotionnel
stable. L'ensemble des composantes psycho-sociales et notamment |'estime de soi, les sentiments
d’anxiété et de dépression peuvent étre améliorées par la pratique d’une activité aboutissant a une

augmentation globale de la qualité de vie®.
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b. Indication thérapeutique

La pratique d’une activité physique est idéalement initiée sur prescription du néphrologue assurant le
suivi du patient en I'absence de contre-indications majeures. En regle générale, les patients présentant
des pathologies évolutives ou non stabilisées ne sont pas orientés vers de I'exercice physique®°. Le
suivi cardiologique systématique des patients sous hémodialyse permet aussi d’exclure la présence
d’une pathologie valvulaire ou ischémique instable. Si I'exercice peut étre adapté, 'amputation du
genou, de la hanche ou du pied souvent en lien avec la prévalence du diabete dans cette population

peut aussi constituer une contre-indication.

c. Recommandations générales

Le reconditionnement a pour but premier de restaurer autant que possible les capacités
fonctionnelles, et donc la motricité, du patient sous dialyse. Il tient compte de son état physique dans
sa globalité, et vise a améliorer toutes les composantes de la motricité : vitesse, force, endurance,
coordination et équilibre. Le programme de reconditionnement doit s’adapter de telle fagcon que le

patient en ressente rapidement les bienfaits.

Le déconditionnement du patient hémodialysé présente des similitudes avec la dysfonction musculaire
observée dans le cadre du vieillissement et de la sédentarité. Les solutions thérapeutiques par
I’exercice a proposer aux patients atteints d’IRCT sont ainsi comparables avec la prise en charge des
personnes agées sédentaires®” 33336 Les programmes de reconditionnement des patients dialysés
doivent ainsi comprendre des activités aérobies comme I'entrainement cardiovasculaire, des exercices
de renforcement musculaire, des exercices d’équilibre et de souplesse?'?. Chez le patient dialysé, la
présence d’une dénutrition nécessite en plus un support nutritionnel pour optimiser |'efficacité de

I'intervention®™.

Tout programme de reconditionnement doit tenir compte des aptitudes résiduelles propres a chaque
patient dialysé et doit étre graduel. En général, l'intensité de I'activité est ajustée par rapport a la
perception de la difficulté de I'effort du patient, en utilisant une échelle visuelle analogique comme
celle de Borg®®, ou a la fréquence cardiaque maximale (FCmax) mesurée lors de I'épreuve d’effort!®’.
Cependant, I'utilisation d’une fréquence cardiaque cible est incompatible avec la prise d’un traitement

bétabloquant qui est courante chez le patient hémodialysé.

d. Activités adaptées

L’exercice peut étre pratiqué pendant (perdialytique) ou en dehors de la dialyse (interdialytique). Les

exercices de pédalage revétent un intérét particulier chez le patient dialysé : les mouvements cycliques
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sont plus accessibles que la marche en début de reconditionnement. Le patient peut adapter la
résistance et la fréquence de pédalage a sa fatigue, et donc prolonger I'exercice sans que celui-ci ne
devienne épuisant ou douloureux. D’autres activités sont envisageables en fonction des aptitudes

individuelles comme la natation, le basket-ball, la marche nordique ou la danse®2,

La pratique interdialytique permet plus de liberté de mouvement et dans le choix de |’activité mais fait
face a un manque de motivation de la part des patients®®. Cette forme d’intervention est associée a
une faible acceptabilité et a un taux d’abandon important, tous deux problématiques pour
I'amélioration de la fonction physique, I'adhésion aux programmes constituant un facteur
déterminant®. L’efficacité de 'implémentation dépend a la fois du type d’exercice, de la fréquence
des séances ainsi que de I'observance a ces programmes®3. Seules des interventions efficaces associées

a une bonne acceptabilité a long terme sont susceptibles de corriger la dysfonction musculaire.

L’exercice perdialytique constitue ainsi I'intervention la plus adéquate pour la prise en charge du
déconditionnement du patient hémodialysé. La pratique d’activités physiques adaptées pendant la
dialyse apparait comme sécuritaire et montre des effets bénéfiques?®. Elle permet un encadrement
de I'activité, améliore I'efficacité de la dialyse et permet au patient d’optimiser ce temps d’alitement
puisque dans la majorité des cas celui-ci ne veut ou ne peut dédier un moment de la journée a la

pratique d’une activité physique®®®.

3.2.Modalités d’exercice perdialytique

a. Exercice aérobie

L’exercice aérobie participe a améliorer la fonction cardiovasculaire réduite par I'IRCT et |la sédentarité.
Ces exercices d’endurance font appel a des mouvements répétés et rythmiques du bras non fistulé et
des jambes. L'exercice de type aérobie permet au patient dialysé de restaurer la fonction du systeme
cardiovasculaire et du muscle strié squelettique en améliorant particulierement sa résistance a la
fatigue. Du point de vue de la santé, la pratique réguliére des exercices d’endurance est primordiale

parmi les activités proposées au patient dialysé.

L’entrainement cardiovasculaire se doit de débuter doucement, pour arriver progressivement a
augmenter au cours de l'exercice son intensité, sa fréquence et sa durée. A chaque séance, un
échauffement de faible intensité prépare le patient dialysé a I'effort plus intense demandé en phase
suivante de conditionnement. Une phase de récupération a faible intensité doit terminer la séance.
On considere que I'échauffement et la récupération ont la méme durée, tandis que la phase de

conditionnement dure entre 5 et 30 minutes3!2, Le patient est incité a écouter les limites de son corps
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en utilisant une échelle de perception de I'effort, allant d’une sensation de grande facilité a la
perception d’un effort intense. Lorsque I'effort parait trop épuisant, il est recommandé de baisser son
intensité et de diminuer sa durée. Pour les patients ayant des capacités tres inférieures aux valeurs

attendues pour leur age, il convient d’étre tres prudent et de réduire la durée et I'intensité des séances.

b. Renforcement musculaire

Les activités comme le renforcement musculaire sont complémentaires a I’amélioration des aptitudes
aérobies. Ces exercices faisant intervenir les groupes musculaires majeurs viennent palier au
phénomeéne de sarcopénie, d’atrophie musculaire et permettent I'amélioration du métabolisme
énergétique, tous trois liés a la pathologie de I'IRCT et a I’état de sédentarité. Au niveau de la motricité,
ce n’est plus 'endurance mais plutdt les composantes de force et de vitesse qui sont mises en jeu. La
baisse des capacités de production de force explique en partie I'intolérance a I'exercice du patient
hémodialysé®. Chez le patient hémodialysé, I'exercice de résistance est ainsi le plus efficace pour

lutter contre la perte de force et de masse musculaire®®®.

Le travail de renforcement musculaire doit étre réalisé au minimum deux fois par semaine. Il est
conseillé de ne pas le faire sur des jours consécutifs pour éviter la fatigue musculaire qui induirait un
arrét prématuré de I'exercice. Les groupes musculaires majeurs sont travaillés avec des exercices
d’intensité moyenne a forte mettant en jeu une résistance (poids, élastiques,...) et dans lesquels le
patient répete les mouvements 10 a 15 fois. Les différents exercices sont a exécuter sous forme de
séries, et le nombre de séries (1 a 3 en général) dépend des capacités résiduelles du patient. L’ajout

de poids n’est pas obligatoire et doit étre fait progressivement32,

Comme pour tous les exercices proposés au patient dialysé, il convient de garder a I'esprit le fort
déconditionnement physique qu’entraine la maladie sur tous les plans moteurs. Il faudra sans cesse
adapter l'intensité et la durée des séances, et inciter le patient a faire son maximum mais aussi a
écouter son corps. La régle est encore de commencer doucement pour préparer I'organisme a |'effort.
Méme si ces exercices sont a priori sans danger pour le patient dialysé, une résistance trop importante
pourra causer des douleurs musculaires et articulaires. Le but n’est pas que I'exercice soit douloureux
et que le patient, face a une charge d’exercice excessive, vienne compenser et donc mal effectuer les
mouvements. Le point déterminant dans la réussite du renforcement musculaire est la précision des
mouvements, et non pas uniquement la force mise en jeu. Lexercice doit étre supervisé, surtout en
début de programme, afin d’éviter les blessures et d’assurer I'efficacité du travail musculaire. L’ajout
de poids doit toujours étre accompagné d’un contrdle précis du mouvement. Il en va de méme lors de
I'augmentation de la durée d’un exercice, car le patient peut perdre en précision au fur et a mesure de

I'effort.
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Pour aider a la régulation de la pression artérielle, il est recommandé de ne pas bloquer sa respiration.
L'expiration doit étre faite au moment de l'effort, tandis que l'inspiration aura lieu pendant la
relaxation3'2. Ces recommandations évitent une élévation trop importante de la tension, et
permettent au patient concentré sur sa respiration d’effectuer des mouvements lents de maniére
controlée : il évite ainsi les gestes brusques qui peuvent entrainer des lésions, qui plus est si les

membres sont chargés d’une résistance.

L’étirement avant effort et aprés le renforcement musculaire peut étre intéressant : pour fonctionner
correctement, les groupes musculaires doivent d’abord étre échauffés progressivement. S’étirer
régulierement apres les exercices permet d’éviter les phénomenes de crampes et de détendre le
muscle sollicité. Les étirements aprés renforcement musculaire sont également recommandés pour

favoriser une meilleure perfusion des muscles.

c. Assouplissements

La fonctionnalité du systéme moteur dépend aussi de la liberté de mouvement de chaque segment, la
raideur musculaire faisant partie des troubles musculo-squelettiques associés a la sarcopénie®°. Les
troubles articulaires liés a I'IRCT et a I'état de sédentarité favorisent la perte de souplesse et
d’amplitude articulaire du patient dialysé. Les exercices d’assouplissement ont pour but d’améliorer
I'amplitude des mouvements par la sollicitation des articulations dans toutes les directions possibles.
lIs peuvent constituer la phase d’étirement avant chaque exercice physique, ils sont faciles a réaliser
en autonomie et ne demandent pas d’effort important. lls rendront plus confortables les gestes du
quotidien et participent au renforcement musculaire : un muscle qui se contracte bien est un muscle

qui se relache bien.

La regle de base des assouplissements est d’effectuer des mouvements lents et progressifs pour aller
étirer au maximum le muscle. Une fois cette position atteinte, la posture doit étre maintenue pendant
10 3 20 secondes®'?. Les sensations de tension guident le patient dans ses mouvements et doivent
disparafitre au fur et a mesure de I'étirement lorsqu’il est bien réalisé. La encore, le patient doit écouter
son corps car les exercices ne doivent pas paraitre douloureux. La respiration lente et profonde est a
suivre pendant toute la durée de la séance, en inspirant lors de I'étirement et en expirant lorsque la

position est tenue.

3.3.Programmes de réhabilitation perdialytique

En pratiquant a la fois des exercices a dominante aérobie, des exercices de renforcement musculaire

et des étirements, c’est toute la condition physique et la fonctionnalité motrice qui visent a étre
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améliorées. L'efficacité des programmes de réhabilitation dépend du type d’intervention, mais aussi

de sa fréquence, de sa durée et de son intensité.
a. Diversité des programmes de réhabilitation

La plupart des études impliquant de I'exercice en dialyse se sont intéressées a la pratique d’exercices
d’endurance. L'utilisation la plus courante est celle d’'un ergometre a résistance réglable adapté au lit
du patient!®. La durée des programmes d’exercice aérobie varie entre 2 et 36 semaines, la majorité
allant au-dela de 8 semaines®. La fréquence des exercices varie entre 1 et 3 interventions par
semaine, avec une durée moyenne d’exercice aux alentours de 45 minutes'*. Peu nombreuses sont
les études impliquant de I'exercice en résistance pour lesquelles la durée des programmes varie de 8
a 36 semaines'®. Les sessions d’exercice durent entre 30 et 45 minutes, mais ce paramétre n’est pas
toujours rapporté dans la littérature®®. Dans la majorité des études, les exercices de résistance ont
lieu 2 ou 3 fois par semaine®. Plusieurs modalités de contraction sont utilisées, avec une majeure
partie d’exercices concentriques ou pliométriques impliquant des bandes élastiques et des poids. Les
études combinant exercices d’endurance et de résistance font appel a des programmes de 12 a 48

semaines, avec des sessions d’exercice durant de 20 a 90 minutes répétées 2 a 3 fois par semaine®®,

Echelle de Borg Echelle de Borg % FC max Perception
originale modifiée
6 " Aucun effort
7
50 - 55%
8
1 N

9 Trés facile
10 5
11 55— 60% Assez facile
12 3
13 Légérement difficile
14 a4
15 5 Difficile
16 6
17 7 Trés difficile
18 8
19 9 Exténuant
20 10

Table 6 : Echelle de Borg de perception de I’effort.

Quelle que soit I'intervention, I'intensité est souvent évaluée sur I’échelle de Borg (Table 6) et s’étend
de modérée a élevée!®. ’exercice a le plus souvent lieu dans les deux premiéres heures de dialyse,
parfois au cours de la troisieme®3°. Si des recommandations générales existent pour la conception des

programmes de réhabilitation, les études réalisées jusqu’alors présentent chacune des interventions
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différentes qui sont souvent peu décrites. La comparaison de |'efficacité des programmes entre eux
s’avere ainsi délicate, mais I'analyse des données permet d’estimer la nature des bénéfices potentiels

et leur amplitude.
b. Efficacité des programmes de réhabilitation

La méta-analyse de Gomes Neto et al.’*® s’est focalisée sur les interventions perdialytiques et a
récemment synthétisé les effets de I'exercice sur I'aptitude aérobie, la fonction musculaire et la qualité

de vie du patient hémodialysé.

Aucun effet significatif des interventions de nature aérobie sur la VO,max N’a été mis en évidence, tandis
que la distance réalisée au test de marche de 6 minutes apparait significativement augmentée apres
un programme d’exercice en résistance'®. L’exercice combiné est quant a lui associé a une

augmentation significative de ces deux paramétres®,

Les programmes incluant des exercices de résistance ont engendré une amélioration de la force
musculaire qui n’est pas retrouvée avec la pratique d’exercices en aérobie seuls'®. L’efficacité de tels
exercices se retrouvent dans I'augmentation de la masse musculaire, évaluée par scanner, et dans la
force mobilisable, évaluée par dynamométrie!®39377  Les biopsies musculaires réalisées montrent
aussi une augmentation de la qualité des fibres et de la vascularisation des grands groupes
musculaires®™. Au niveau musculaire, il est établi que I'entrainement combiné permet de meilleurs

gains de force qu’un entrainement en résistance seul'*,

Quelle que soit la nature de l'intervention, la pratique d’exercice permet d’augmenter la qualité de vie

[.42° 3 évalué

des patients hémodialysés. De facon intéressante, |'étude qualitative de Thompson et col
la compliance des patients a réaliser différents programmes d’entrainement : endurance, résistance
et combiné. Il apparait clairement que le caractére varié des exercices lors des séances d’entrainement
combiné est un facteur motivant une tres bonne adhésion au programme et |'envie de continuer la
pratique d’exercice. Ainsi, la réhabilitation combinant exercices d’endurance et de résistance a

récemment été montrée comme optimale pour le reconditionnement du patient en HD>13%,

4. Perspectives de réhabilitation par 'exercice excentrique

Si le tissu musculaire représente le principal organe touché par une réduction de I'activité physique,
avec une diminution de la masse et de la force musculaires, I'atteinte du systéme cardiovasculaire
devient progressivement un facteur supplémentaire limitant la capacité de I'organisme a soutenir un

effort®’. L’ensemble de I'organisme développe progressivement une intolérance physiologique a
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I’effort qui rend d’autant plus difficile la pratique d’exercice. De nombreux freins se manifestent ainsi
a la pratique d’une activité physique lorsque le cercle vicieux du déconditionnement est installé,
rendant nécessaire aujourd’hui d’établir des stratégies efficaces pour restaurer la fonction musculaire
en présence d’une intolérance a I'effort. L’exercice excentrique pourrait alors étre une alternative de

choix pour la réhabilitation du patient hémodialysé.

4.1. Intéréts majeurs

En aigu, grace a son efficience énergétique, I'exercice excentrique ne sollicite que peu le systeme
cardiovasculaire3?, Si I'action excentrique a pour effet mécanique de redistribuer la perfusion
sanguine et d’augmenter le retour veineux, I'augmentation de la fréquence cardiaque et respiratoire
demeure relativement faible au cours de I'exercice?®. Pour les charges de travail les plus élevées,
I"augmentation de la fréquence cardiaque lors d’un exercice excentrique demeure toujours inférieure
a celle atteinte lors d’un exercice concentrique. Les observations précédentes font état de fréquences
cardiaques autour de 100 bpm, alors que le rythme cardiaque peut facilement atteindre 140 bpm lors
d’un exercice concentrique méme effectué a une intensité modérée. Cette différence dans la réponse
cardiovasculaire a I'effort s’explique par une demande en oxygene nettement moins importante : a

charge équivalente, elle n’excéde pas un tiers de la demande générée lors d’un effort concentrique3?.

Phase Phase progressive de travail excentrique
d’acclimatation

Travail Perception
négatif de l'effort

Durée du programme (semaines)

Figure 38 : Progression de la charge de travail excentrique en réhabilitation. La phase d’habituation est
réalisée a charge légere pour limiter la survenue de dommages musculaires tout en déclenchant le phénomene
de protection du muscle vis-a-vis du travail excentrique. La sensation de difficulté a [’exercice (barres
verticales) augmente alors parallélement a la charge jusqu’a la 6éme semaine avant de se stabiliser tandis que
la charge de travail continue d’augmenter. D apreés LaStayo et al., 2013.

Peu d’études ont mesuré de facon directe la charge de travail lors d’'un exercice excentrique, par

mangque d’outils de mesure ou par leur difficulté de mise en ceuvre. Généralement, la puissance
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développée est évaluée par le biais de méthodes indirectes comme la calorimétrie, la consommation
d’oxygene ou la perception de la fatigue. Lorsque l'intensité de I'exercice est basée sur la perception
de I'effort, I'exercice excentrique est bien toléré, que ce soit par des sujets sains que par des patients
présentant des déficits cardiorespiratoires chroniques comme l'insuffisance cardiaque®. L'efficacité
énergétique de I'effort en excentrique réduit la sensation de fatigue bien que la charge de travail soit
importante en raison de la faible sollicitation du systéeme cardiovasculaire par rapport a un effort
effectué en régime concentrique. Au cours d’'un entrainement, apres la phase d’acclimatation a
I’exercice excentrique, la perception de I'effort oscille entre « facile » et « |égerement difficile » alors
que la charge de travail continue d’augmenter ; indiquant une adaptation du muscle sous I'effet de

I’augmentation de la charge de travail (Figure 38) qui semble perdurer au-dela de 12 semaines??.

4.2.Gains fonctionnels

Ce type d’entrainement s’avere étre efficace comme contre-mesure du déconditionnement chez les
populations présentant une sarcopénie ou une dynapénie. Initialement, il avait été proposé d’utiliser
I'entrainement en excentrique pour diminuer le risque de chute chez les personnes agées.
L’entrainement excentrique apparait significativement plus efficace pour diminuer ce risque comparé
a un entrainement concentrique classique. La transférabilité des gains obtenus en excentrique se
révele alors étre d’intérét dans I'amélioration de la vie quotidienne et de I'indépendance, en réduisant
a la fois le risque de chute et en améliorant la force musculaire isométrique et consécutivement la

mobilité!83228,

L’exercice excentrique est efficace pour induire des adaptations d’ordre morphologique, structurel et
fonctionnel au sein du tissu musculaire a la fois chez des personnes dgées ou des malades chroniques.
Pour I'heure, I'efficacité de I'exercice excentrique en tant que contre-mesure du déconditionnement
musculaire a été démontrée dans de nombreux contextes®. Les améliorations fonctionnelles sont
généralement équivalentes et parfois supérieures a celles relevées aprées des programmes classiques
de réhabilitation. Chez le sujet sain, les adaptations musculaires perdurent plus longtemps qu’apres
un entrainement concentrique conventionnel. La charge de travail élevée associée a |'exercice
excentrique stimule fortement les processus de mécano-transduction au sein de la cellule musculaire
conduisant a des adaptations particulierement marquées par rapport a des stimulations classiques de

type concentrique®’,

Lorsque I'exercice excentrique est pratiqué sous forme d’entrainement chez les personnes agées,
plusieurs études ont montré de meilleurs gains en termes d’aptitudes physiques, une nette

amélioration du profil lipidique ainsi que de la sensibilité a I'insuline par rapport a un entrainement a
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charge équivalente en régime concentrique®. En réponse a un stimulus mécanique, le tissu musculaire
augmente la synthese protéique pour permettre I'ajout de nouvelles unités contractiles. Par rapport
au régime concentrique, I'exercice excentrique permet d’atteindre de plus hauts niveaux de forces, et
I’addition de nouveaux sarcomeres est d’autant plus rapide et importante. Des gains de force et de
volume musculaire importants ont ainsi été relevés aprés seulement 3 semaines d’entrainement
excentrique a charges modérées’?. De nombreuses études ont montré que lorsque I'exercice
excentrique est utilisé de facon répétée, I'augmentation de la surface de section, correspondant a
I’épaisseur de muscle, et de la longueur du fascicule, est majorée par rapport a un entrainement
concentrique®*1°0228339436  p|ysieyrs études ont par ailleurs mis en évidence des adaptations plus

importantes et plus durables aprés un entrainement excentrique chez des sujets sains?3*,

4.3. Limites chez les populations fragiles

Ainsi, I'entrainement excentrique pourrait s’appliquer a des populations fortement déconditionnées,
pour lesquelles les contraintes métaboliques associées au travail concentrique seraient trop
importantes®®. A I'heure actuelle, cette méthode d’entrainement est trés peu utilisée dans les
programmes de réhabilitation, et ce principalement parce que sa pratique a de fortes intensités,

36 On sait aujourd’hui que

comme chez I'athlete, entraine des dommages musculaires et des douleurs
la vitesse d’exécution des mouvements doit étre rigoureusement controlée chez les sujets naifs. Les
vitesses faibles favorisent la synchronisation des mouvements, améliorant la reproductibilité du travail
tout en limitant la survenue de microlésions. Au contraire, les vitesses élevées peuvent étre associées
a un défaut de coordination motrice qui se traduit par un effort musculaire désorganisé sollicitant

d’autant plus les complexes muscle-tendons et les articulations.

Ainsi, certains facteurs comme le groupe musculaire sollicité, la vitesse d’allongement et le nombre
d’étirements semblent avoir une influence sur la génération de dommages musculaires. De méme, il
semble que les muscles des membres supérieurs soient plus prédisposés aux dommages musculaires
induits par des contractions excentriques que les membres inférieurs®. Ceci s’explique sans doute de
par la composition des tissus musculaires orientée essentiellement vers les fibres rapides, moins riches
en collagene réticulé que les fibres lentes. Enfin, aucune sensibilité particuliere des personnes agées a
ces dommages n’a jusqu’ici été mise en évidence (Figure 39), ces derniers conservant une aptitude au

travail excentrique relativement élevée?32,
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Figure 39 : Evolution de la quantité moyenne de travail négatif et des douleurs estimées en centimétres par
échelle visuelle analogique au cours du programme de reconditionnement excentrique « RENEW » chez des
personnes dgées ayant survécu au cancer et présentant une faiblesse musculaire. D ’aprés LaStayo et al., 2010

De nombreuses études conduites sur des populations fragiles ont ainsi mis en évidence le phénomeéne
du « Repeated Bout Effect », une protection du tissu musculaire face aux dommages induits par
I’étirement, aprés seulement une ou quelques sessions d’exercice excentrique. L'intensité de la
premiere exposition a I’exercice excentrique ne semble pas étre un point déterminant I'amplitude de
la protection induite, puisque quelques répétitions a charge légére permettent de limiter la survenue
de DOMS a I'exposition suivante. En revanche, la longueur du muscle lors de la contraction possede
une importance majeure, si bien qu’un exercice isométrique pratiqué a longueur quasi-maximale

déclenche aussi un phénoméne de protection lors de futures contractions excentriques*,

Si les mécanismes moléculaires qui sous-tendent le Repeated Bout Effect sont a I’étude, il semble que
des adaptations nerveuses, mécaniques et biologiques interviennent de concert avec un remodelage
de la matrice extracellulaire®®. Tandis qu’il a longtemps été avancé que ces micro-dommages
successifs causés par les contractions excentriques étaient nécessaires au remodelage du tissu, il est
aujourd’hui montré que I'amplitude des adaptations, et particulierement de I'hypertrophie, est

totalement indépendante de tout dommage musculaire!?.

4.4. Applications cliniques

Si des précautions dans l'intensité des exercices doivent étre prises notamment lors des premiéres

sessions d’habituation, les patients présentant une intolérance cardiorespiratoire a I'effort tolerent
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trés bien ce type d’entrainement277310350 | ’efficacité de 'exercice excentrique en réhabilitation est
aujourd’hui prouvée dans de nombreux contextes de pathologies chroniques comme le cancer, la
bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO), I'accident vasculaire cérébral, I'insuffisance
cardiaque chronique, la polyarthrite rhumatoide, le diabéte de type 2, la dépression ou encore la
schizophrénie?’’. Depuis de nombreuses années, c’est aussi une pratique courante qui intervient de

facon précoce dans la rééducation du genou aprés une arthroplastie totale?®*,

Désormais, il est établi que I'entrainement de type excentrique peut étre pratiqué en toute sécurité,
méme sur des populations fragiles, sans générer de fagon excessive des DOMS sur des muscles naifs a
cet exercice. La durée optimale des sessions d’exercice semble étre autour de 20 minutes, en incluant
un échauffement et une récupération spécifique, particulierement chez les plus déconditionnés qui
sont plus sujets aux DOMS. La pratique d’un entrainement fractionné, alternant effort et repos sur des
temps trés courts, semble particulierement adaptée aux sujets naifs en favorisant le phénomene de
protection induite ou Repeated Bout Effect??”23®, Dans une optique de réhabilitation, il convient

d’augmenter progressivement la charge de travail sur des populations fragiles3*.
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RESUME DU CHAPITRE ||

L'insuffisance rénale est une maladie chronique d’apparition progressive dont le

stade terminal nécessite un traitement de suppléance par hémodialyse.

Les patients hémodialysés présentent un déconditionnement important
provenant a la fois des conséquences directes de la maladie sur I'organisme et de

son retentissement sur leur mode de vie qui tend a étre fortement sédentaire.

Le muscle strié squelettique du patient hémodialysé comporte des anomalies
structurales, morphologiques et métaboliques qui entrainent une diminution

importante de la fonction musculaire qui s’aggrave avec I’avancée en age.

L'importance du déconditionnement du patient hémodialysé favorise le déclin
des aptitudes fonctionnelles, le risque de chute, la survenue d’une dépendance

dans les activités quotidiennes et une mortalité précoce.

L’évaluation de ce déconditionnement suit les derniéres recommandations pour
le dépistage de la sarcopénie dans son ensemble en tenant compte des

spécificités rencontrées chez le patient hémodialysé.

La prise en charge du déconditionnement n’est pas systématique et I'exercice
physique combiné au soutien nutritionnel demeure la seule thérapeutique

efficace pour maintenir voire restaurer les aptitudes du patient hémodialysé.

La réhabilitation du patient dialysé doit comprendre des exercices d’endurance et

de résistance pour améliorer I'aptitude aérobie et la fonction musculaire.

L'exercice excentrique est une perspective de réhabilitation pour les patients
présentant une intolérance a I'effort, mais demeure sous-utilisée en raison des

dommages musculaires qu’une pratique mal controlée peut engendrer.

Résumé du Chapitre Il
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CHAPITRE Il : EXERCICE EN HEMODIALYSE

Plusieurs problématiques relatives a la réhabilitation du patient dialysé ont été explorées. Deux études

ont été réalisées pour y répondre dans le cadre de ce travail de thése.

Etude #1 : Réhabilitation combinée du patient hémodialysé

Rationnel scientifique et hypotheses

Le phénomeéne d’interférence du développement de la force induit par I'exercice combiné chronique
a d’abord été mis en évidence chez I'athléte, puis chez le sujet sain agé. Il a ainsi été observé que
I’entrainement en endurance peut limiter les gains neuromusculaires induits par I’'entrainement en
résistance®>*2%7 Pourtant, il apparait clairement que I'entrainement combiné est le plus efficace chez
la personne agée, engendrant des adaptations musculaires et cardiovasculaires nettement plus

importantes qu’un entrainement en endurance ou en résistance seul®>>3%7,

Chez le sujet sain, plusieurs facteurs ont été identifiés comme favorisant le phénomene d’interférence,
dont la fréquence d’entrainement, le temps de repos et I'ordre des exercices lors de I'entrainement
combiné. Il a ainsi été démontré qu’une fréquence supérieure ou égale a 3 séances par semaine
induisait un phénomeéne d’interférence, avec un déficit de production de force comparé a un
entrainement en résistance seul, expliqué, au moins en partie, par une interférence dans les
adaptations neurales®. La pratique bihebdomadaire associée a un temps de repos suffisant permet
des gains importants d’aptitude aérobie, de force et de puissance musculaires®. Comme chez le
sportif, la pratique des efforts de résistance avant les exercices d’endurance semble étre une stratégie

efficace pour éviter la fatigue neuromusculaire favorisant l'interférence®>4,

Chez le patient hémodialysé, I'exercice combiné est aussi la stratégie la plus efficace®”’

pour lutter
contre I'atrophie musculaire et la diminution des aptitudes fonctionnelles. Il est ainsi probable qu’un
phénomeéne d’interférence ait lieu au cours d’un programme de réhabilitation combinée, limitant les
gains de force musculaire. Chez I'athlete et la personne agée, une des stratégies pour éviter le
phénoméne consiste a pratiquer les deux modalités d’effort sur des séances différentes. En offrant un

temps de repos suffisant entre les types d’exercice, cette technique permet de limiter la fatigue

neuromusculaire favorisant I'interférence.

Cette premiere étude établit le lien entre entrainement combiné et phénomeéne d’interférence chez le

patient hémodialysé afin d’établir la modalité optimale de pratique des deux types d’effort. Il est
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probable que des différences de gains de force musculaire existent entre un programme continu
mélant a chaque séance les deux types d’effort et un programme discontinu distinguant
temporellement les efforts en endurance et en résistance. A notre connaissance, aucune étude n’a
jusqu’ici proposé un programme de réhabilitation combinée discontinu, alternant les modalités
d’effort par blocs de dominante chez le patient hémodialysé.

I-HIHE/ARHI—  Programme continu

. Session d’exercice combiné
. Session d’exercice de résistance

I session d’exercice d’endurance
-.—.—.—.-//-.—.—.—.—’ Programme discontinu
L’hypothése principale de cette étude est que la séparation temporelle des exercices d’endurance et
de résistance au cours de la réhabilitation combinée du patient hémodialysé par un programme
discontinu permet d’optimiser les gains fonctionnels obtenus aprés un programme de réhabilitation
continu. Les hypothéses secondaires de ce travail sont que I’exercice combiné (i) est bien toléré et
est associé a une bonne adhésion, (ii) augmente la force des membres et (iii) améliore la fonction
physique globale. La vérification de ces hypothéses permettra d’établir les modalités optimales de
réhabilitation combinée du patient hémodialysé et de mesurer le retentissement d’un tel

programme sur les principales composantes physiologiques de la motricité.

Implication personnelle

J'ai personnellement participé a la conception de I'étude, a la demande d’autorisation du comité
d’éthique, a l'inclusion des patients, aux mesures fonctionnelles, a la réhabilitation des patients, au
recueil et au traitement des données ainsi qu’a la rédaction de I'article dont je suis le premier auteur.

Cet article est intitulé :

Does the interference phenomenon affect strength development during same-session

combined rehabilitation program in hemodialysis patients?

Il est actuellement soumis au journal Seminars in Dialysis dont I'impact factor est de 2,16.

Manuscrit
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Abstract

Objective: This study aimed to assess if an interference effect could blunt the neuromuscular gains induced by a same-
session combined rehabilitation in hemodialysis (HD) patients.

Methods. Patients exercised twice a week, for 16 weeks, over their hemodialysis sessions. They were either always
trained with resistance and endurance exercises (continuous training, “CONT”), or alternatively with one week of
resistance alternated with one week of endurance (discontinuous training, “DISC”). Adherence and workload were
continuously recorded. Short Physical Performance Battery (SPPB) score, unipodal balance, handgrip and quadriceps
strength were evaluated before and after training intervention.

Results: Adherence to both programs was high (>90%). SPPB score had significantly improved (CONT: +1.5point,
DISC: +1.2pt, p<0.001), like unipodal balance (CONT: +3.7seconds, DISC: +5.5s, p<0.05), handgrip strength of
exercised (CONT: +5.5kg, DISC: +5.6kg, p<0.001) and of non-exercised arm (CONT: +4.4kg DISC: +2.8kg, p<0.01)
as well as maximal quadriceps strength (+22N.m™' for dominant and +29N.m™' for non-dominant leg in both groups,
p<0.001) bearing no difference between the trainings.

Conclusion: Same-session combined training does not induce an interference effect in HD patients, and temporal
separation of exercises does not optimize strength gains. These practical data may be relevant for clinicians and

practitioners to alternate endurance and resistance exercises.

Key words: interference effect, exercise training, dynapenia, sarcopenia, intradialytic exercise
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Introduction

End-stage renal disease (ESRD) patients undergoing hemodialysis (HD) are most of the time sedentary, with less than
5000 footsteps a day V. Moreover, ESRD is frequently associated with comorbidities (sarcopenia, diabetes mellitus,
hypertension) also contributing to an extremely low daily level of activity. Physical inactivity leads to a muscular
remodeling decreasing muscle endurance and strength and tolerance to exercise @, Decrease in muscular mass impedes
mobility and increases risk of falling, but also favors intramuscular fat infiltration, promoting insulin resistance,
metabolic syndrome and associated systemic consequences ).

Numerous studies have demonstrated that physical function is a strong survival predictor and also correlates with a
decrease in hospitalization frequency in ESRD patients ). Increasing physical activity considerably reduces mortality
M8 Even low-intensity practice was associated with improved lipid profile, insulin sensitivity and tensional control
reducing all-causes cardiovascular events risk 7. Exercise during HD procedure was shown to be feasible and safe ¢
(19 but also beneficial to the global physical function 7.

Exercise can be qualified of either endurance (aerobic) or resistance (mainly anaerobic): endurance training corresponds
to a low to moderate intensity exercise performed during a long period of time whereas resistance exercise implies
moderate to high intensity contractions during a short period of time. When these contraction modalities are chronically
practiced, adaptation of muscle tissue is specific to each regimen. Recently, Scapini et al. '® concluded that training
combining endurance and resistance exercises was the most effective method to improve aerobic aptitudes and arterial
blood pressure in adult ESRD patients. From these observations, combined training offering both endurance and
strength exercises is the optimal rehabilitation to struggle against HD patients deconditioning (2-(19),

However, when the two modalities are used in the same session in young or old healthy subjects, adaptation
mechanisms of each regimen seem to compete with the other @”. The interference of endurance exercise on strength
development is a phenomenon that was identified early in the 1980s @V If at the beginning, a combined training
including endurance and resistance exercises is as effective as pure resistance exercises to increase strength, after few
weeks endurance exercises impede strength development. This ‘interference’ effect inside the muscle can blunt its full
adaptive response and may limit the potential neuromuscular gains (!9-22 G4,

To our knowledge, interference effect has not been studied in HD patients following a combined rehabilitation program.

Thus, we aimed to investigate whether same-session combined exercise training could blunt the strength gains induced

by a combined exercise training regimen proposing to alternate resistance and endurance sessions. We hypothesized
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that temporal separation of exercises would permit to optimize neuromuscular improvements compared to a same-
session combined training program. By doing so, we aimed to provide practically relevant information for clinicians

and practitioners in training program designs for an optimal rehabilitation of HD patients.

Subjects, material and methods

Study protocol and design

This study was designed as longitudinal with measurements before and after exercise intervention in order to compare
the efficiency of a 16-weeks same-session combined exercise training (Continuous program, “CONT”) on one hand,
and a 16-weeks combined exercise training alternating resistance and endurance sessions on the other hand
(Discontinuous program, “DISC”) on physical function of HD patients. The study procedures complied with the
Declaration of Helsinki on human experimentation and were approved by local cthics committee (IRB-

MTP_2020_08_202000560).

Participants

A total of 20 hemodialysis patients aged from 18 to 85 years old were recruited and provided written informed consent.
Inclusion criteria were: HD vintage >3months, stable in HD, with no recent hospitalization, life expectancy >6months,
with medical intradialytic exercise prescription. Exclusion criteria were: contraindication or inability to perform
exercise, unstable ischemic or valvular cardiomyopathy, peripheral obliterative arteriopathy >stage 111, dysfunctional
knee or hip prosthesis, severe respiratory insufficiency, BMI >35, cardiac pacemaker, pregnancy, patient under
guardianship. Participants were sex and age-matched and allocated in “Continuous” (CONT) and “Discontinous”

(DISC) groups with similar SPPB scores at baseline.

Training procedures

All the patients continued their usual hemodialysis (HD) procedure and had exercise intervention for 30-minutes during
all their three weekly dialysis sessions. Exercising took place during the first two hours of dialysis using elastic bands
and therapy weights for resistance exercising and a bed-adapted cycle ergometer for endurance exercising (Bed Bike,
Lemco). The distance virtually traveled is recognized as a motivational factor *> and was used as a target to achieve.
Resistance level, speed and kilometer count were recorded. Ergometer difficulty level was individually adapted to
correspond to a 4 (moderate intensity) on the 10-point Borg Rating Perceived Exertion (RPE) scale. The fistula arm

remained immobile, and elastic bands resistance and therapy weights (Cuff® Therapy weights, Fabrication Enterprises
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Inc.) were individually chosen to allow for 15 to 25 repetitions in the same set and number of sets was progressively

increased.

Adherence to the protocol

The number of exercise sessions performed was recorded for each participant. All dialysis procedures were associated
with exercise during the 16 weeks protocol, as a total of 48 sessions scheduled. The adherence was calculated as the
percentage of effectively carried out sessions.

Primary and secondary outcomes

Short Physical Performance Battery (SPPB) allows to assess lower limb function and patients risk of disability ?® 9,
SPPB score was chosen as primary outcome and was assessed before dialysis for all the patients. Secondary outcomes

included quadriceps contraction force in isometric condition, 30-s unipodal balance test and handgrip strength evaluated

with a dynamometer.

Maximal grip strength

Handgrip testing was performed at the beginning of the program, then every 4 weeks and at the end of the protocol for
all the patients. The measurements pre- and post-training were made for each arm whereas intermediary tests were only

performed on the non-fistula arm.

Maximal voluntary isometric contraction force

Before and after the training program, maximal voluntary isometric contraction force (MVC) was measured during
knee extension with a handheld dynamometer (Microfet2, Hoggan Health), according to the method previously

published %,

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using StatView®. Each quantitative parameter was presented as mean =+ standard
error of the mean (SEM). Descriptive analyses were carried out for patients’ characteristics and exercise parameters.
When appropriate, a repeated measures ANOVA, a Friedman ANOVA or a pairwise Wilcoxon test was performed. A

result was considered as significant when p-value was lower than *: 0.05, **: 0.01 and ***: 0.001.
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Results

Participants

Of the 70 patients screened for eligibility, 41 did not meet inclusion criteria. Among eligible patients, 9 declined to
participate. A total of 20 patients were included and 16 completed the study (CONT, n=8; DISC, n=8). Baseline
characteristics are shown in TABLE 1. Briefly, mean age was 53.5 £ 6.4 years in the CONT group and 54.8 + 5 years

in the DISC group. Mean SPPB score was 9.0 £ 0.9 in the CONT group and 8.4 £ 1.1 in the DISC group.

TABLE 1. Baseline characteristics of study participants

Continuous Discontinuous

All (n=20) training (n=10) training (n=10)
Age 54.2+4.0 53.5+64 548 +5.0
Sex (male) 9 5 4
Time on HD (years) 3.7+0.7 41+13 33+0.7
Cause of ESRD
Diabetes 1 1 0
Glomerulonephritis 9 3 6
Hypertension 2 1 1
Polycystic kidney | | 0
disease
Reflux/urological 3 2 1
Other 1 1 0
Unknown 3 1 2
BMI 254+ 1.0 254+12 254+1.6
Diabetes 3 2 1
Hypertension 15 7 8
B blocker 5 3 2
C.oronary artery 1 | 0
disease
Heart failure 3 2 1
SPPB score 8.7+0.7 9.0+0.9 84+1.1

Adherence to training program and workload

Exercise parameters are shown in TABLE 2. Adherence was high (>90% of planned sessions) in both groups and
tended to be higher in the CONT group (p=0.07). Global exercises duration were similar and only temporal repartition
of exercises differed between programs. However, virtual kilometers traveled were higher in the CONT group than in
the DISC group (350.1 £ 36.0 km vs. 266.3 £ 54.4 km) but this difference was not statistically significant (p=0.1).
Resistance level of the cycle ergometer did not differ between groups (CONT: 3.6 + 0.2 vs. DISC: 3.5+ 0.3). Workload

of resistance exercises was also similar regarding the mean weight lifted (1.9 + 0.3 kg in both groups).
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TABLE 2. Exercise parameters of each training program.

Continuous training (n=8)  Discontinuous training (n=8)

Adherence (%) 983+1.0 943+29

Kilometers traveled 350.1 £36.0 266.3 £ 54.4

Cycling resistance level 36+0.2 3.5+03

Mean weight lifted (kg) 1.9+03 1.9+0.3
Physical function

Primary outcome for this study was the SPPB score shown on FIGURE 1 (A). CONT and DISC groups were
constituted with similar SPPB scores at the beginning of the study and tests were performed by the same examiner
before and after training program. Mean SPPB reached 10.4 + 0.6 points in the CONT group and 9.6 + 0.9 points in
the DISC group after training program and was statistically different from baseline (+1.5 point in CONT group and
+1.2 point in DISC group; p<0.001). No difference was found between trainings probably due to high range of values
in each group. However, before training program, the range of values was larger than after, as the lowest score was 3

whereas it was 5 at the end of the study.
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FIGURE 1. Evolution of (4) Short Physical Performance Battery score, (B) walking speed component and (C) five times sit-to-stand
component before and after training program for each group.

Balance score was not statistically different from baseline at the end of the protocol (data not shown). Nevertheless,
walking speed was significantly improved after training program in both groups (FIGURE 1 (B), p<0.01). In the same

way, the time it took to perform five sit-to-stands was significantly reduced at the end of the study, corresponding to a
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mean gain of 12.5% and 15.3%, in the CONT and DISC groups, respectively (FIGURE 1 (C), p<0.01). No training

type effect was found for these two parameters.

Unipodal balance

Results of 30-s unipodal balance tests are depicted on FIGURE 2A and 2B. Exercise training significantly improved
this parameter for both legs in each group (p<0.05) corresponding to a gain of 21.7% and 23.5%, in the CONT and
DISC groups, respectively. No significant difference between training programs was found, although there was a slight

tendency for higher improvements in the DISC group compared to CONT group (p=0.2).
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FIGURE 2. Evolution of unipodal balance test of (A} left leg and (B) right leg before and after training program for each group.

Handgrip strength

Results of maximal grip strength testing are depicted on FIGURE 3. Significant improvements were found for the non-
fistula arm (FIGURE 3 (A), +5.5kg and +5.6kg in the CONT and in the DISC group, respectively) as well as for the
fistula arm (FIGURE 3 (B), +4.4kg and +2.8kg in the CONT and in the DISC group, respectively). Handgrip strength
follow-up shows that exercise training significantly improved maximal grip force of non-fistula arm all along both
training programs (FIGURE 3 (C), p<0.001). Whereas only small increases were found after 8 weceks of training in
cach group, major improvements occurred at the final measure time point. No significant difference was found between

groups (p=0.34).
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FIGURE 3. Evolution of maximal grip strength of (A) non-fistula and (B) fistula arm before and after training program and
(C) non-fistula arm handgrip strength follow-up during training for each group.

Quadriceps isometric contraction force

Quadriceps maximal strength measured in isometric conditions for each leg is presented on FIGURE 4. Each training
program was associated with major leg strength improvements (p<0.001). As shown on FIGURE 4 (A), dominant leg
maximal extension strength increased by 31.3% in the CONT group and by 33.7% in the DISC group. Results of non-
dominant leg testing depicted on FIGURE 4 (B) point that strength increased by 50.0% and by 62.3% respectively in

the CONT and in the DISC group. No significant difference was found between groups.
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FIGURE 4. Evolution of maximal quadriceps strength of (4) dominant and (B) non dominant leg before and after
training program for each group.

Discussion

The most important finding of this study is that combined training is efficient to improve the whole physical function
of HD patients whatever the temporal repartition of resistance and endurance exercises, and that upper body training
allows for a strong contralateral effect increasing the strength of the non-exercised arm.

The patients included in this study were young, as the mean age at the induction of hemodialysis in France is 63 years
G0 They had a relatively high SPPB score at baseline, as the threshold for frailty is under 8 ®®. Between 3 and 9 on
the 12-points score, patient is considered at risk of frailty ®®. However, HD patients are known to be weaker and less
active than healthy population of the same age . In the study of Bean et al. involving more than 800 patients and
where mean age was 74 years old, SPPB was over 10 ®?. Furthermore, physical abilities of ESRD patients rapidly
decrease over time ¥ and are strongly correlated to mortality %,

Intradialytic exercise is recognized to be safe and no adverse event occurred during training. Adherence was high in
both groups (>90%), and comparable to the findings of Chen et al. ®. All the patients clearly expressed their
enthusiasm for intradialytic combined exercise practice. Combined training programs are the most efficient to improve
functional performances, with higher adherence and acceptability than single-modality trainings ?%. Although no
significant difference in patients” motivation was highlighted between programs, adherence tended to be higher in the
CONT group probably due to exercises diversity and lower duration of an exercise type during the same session.
Workload was relatively high at the end of the protocol, but hardly comparable to other studies, these data being rarely

measured. Nevertheless, workload could be determinant for muscle adaptive response and was equivalent between our

groups regarding the weights lifted. Nonetheless, DISC group tended to display a lower kilometer count than the CONT
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group. This workload difference can be explained by lower rotation speeds compared to CONT group, in part due to
the longer duration of exercises in the DISC group. Indeed, rotation speed was not imposed to patients and like most
of the studies about intradialytic exercise, intensity was based on RPE @, This difference can also be justified by the
lower adherence in the DISC group, and notably because sessions were mainly missed during endurance weeks.
Limited data are available to compare our SPPB results. In the study of Chen et al., patients had a lower SPPB score at
bascline compared to our study, but mean age was over 70 years . Authors found a 21.1% improvement in SPPB
scorc after their strength training, higher than in our study (+14% in the CONT group and +17% in the DISC group),
but their program lasted longer. Our results are in accordance with Thompson et al., who found a mean increase of 1.65
point and where patients’ age was comparable ®*. SPPB improvement is in part explained by a better walking speed,
highly predictive of mobility and daily activities ®7. Our results also indicate a mean reduction of 14% of time recorded
during the sit-to-stand test and are in accordance with another study ¢¥.

HD population has an increased fracture frequency and display a high risk of fall 9“9 Thus, effectiveness of
combined exercise interventions on balance performance is of clinical importance. Reference value for age-matched
healthy population is around 29 seconds “", confirming that HD patients included here displayed a poor balance. At
the end of the program, single-leg standing performance was significantly increased in both groups. These results are
hardly comparable to the literature due to lack of studies with similar interventions. The slight tendency for advanced
improvements in the DISC group may be due to higher baseline values or to superior effects of alternated programs on
balance that remain to be explored.

Muscle leg strength is also linked to the risk of fall, and increasing muscle strength seems to be effective to reduce fall
frequency “?. Quadriceps strength was converted into joint-torque to take account of the lever arm length and groups
displayed similar values at baseline. Compared to the data from trials that have used a hand-held dynamometer, patients
included in our study displayed similar quadriceps strength of dominant leg at baseline whereas they were younger
29(43) However, patients included in these two other studies were mostly males ?***3)_ The improvements in extension
force measured here with a direct assessment method strongly confirm the effectiveness of intradialytic combined
training to improve leg strength.

Maximal grip strength is also used in HD patients to detect sarcopenia “¥. In our study, measurements on the non-
fistula arm indicated improvements in both groups (+22.6% in CONT group and +25.2% in the DISC group). To our
knowledge, no data exists on grip strength of HD patients following combined training. Other exercise interventions

found an increase ranging from 8 to 17% ¢ but the nature of exercises was totally different. Two studies with resistance
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training protocols did not found significant increase in handgrip strength “>“®_ However, contrarily to these studies,
some resistance exercises in our protocol targeted specifically the hand flexors. Of note, dataset was collected at 5 time-
points in the same conditions and interestingly, improvements occur late. Most of the time, training programs last
between 8 and 12 weeks, whereas here, significant difference from baseline is only detectable at 12 weeks for the
CONT group and at 16 weeks for the DISC group.

Handgrip strength was also significantly increased in the fistula arm which was not cxercised. Strength increase was
proved in the contralateral limb after unilateral training of the opposite limb, and this phenomenon is called contralateral
strength training cffect ¥, Adaptations of fistula arm were certainly lower than in the exercised, non-fistula arm,
but unexpectedly reached an amplitude which was functionally significant. Cross-body transfer to the untrained limb
usually reaches 52% to 80% of the ipsilateral strength increase “7“%, patients showing the largest values. To explain
the oversized contralateral effect in the CONT group, we analyzed the laterality of the patients. Most of them were
right-handed, have the fistula on their non-dominant arm and trained their dominant side, allowing for maximal cross-
body transfers ®%. Only three patients trained their non-dominant arm and all were in the DISC group, certainly
explaining the smaller strength gains transfers (data not shown).

Among the debatable points of this study, we can firstly mention the small number of HD patients included, despite
that the inclusion and exclusion criteria were not strict. Nevertheless, high significant differences between the beginning
and the end of the training protocol were found, providing strong data for clinical practice. Secondly, although pre-post
tests were separated by 16 weeks, we cannot exclude a learning effect that could have influenced performance
changes ©V,

Contrarily to our hypothesis, no interference phenomenon was detected as it was observed in healthy subjects 19 @%,
The absence of interference in the present study is undoubtedly related to the intensity of exercises and to the amount
of training loads. The interference phenomenon is probably only observable when subjects perform higher training
loads. However, we provide here robust and clinically relevant data on efficiency of combined training on the whole
spectrum of physical fitness in a relatively young HD population. Intradialytic exercise being efficient and safe, a larger
access to physical rehabilitation programs is expected as exercise programs are not yet adopted into standard practice
for patients undergoing HD.

Conclusion

In summary, our study shows that the interference phenomenon does not seem to affect muscle adaptive response in

this rehabilitation context. Combined training programs are associated with a high adherence from HD patients.
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Whatever the temporal repartition of endurance and resistance exercises, combined trainings improve strength, balance
and endurance of lower limbs of HD patients. Furthermore, practitioners may note that same-session combined training
seems to favor patients’ adherence thanks to lower exercises duration and greater diversity. A better adherence can
indirectly increase the workload which is clinically determinant for adaptations amplitude. Upper body training on the
non-fistula arm allows for cross-education of opposite limb, increasing strength in the non-exercised arm. This cross-
body strength gains transfer predominantly operates in the weaker arm. Morcover, handgrip strength increase occurs
late and may not be detectable in the first weeks of rehabilitation. The patients in this study had a relatively preserved
physical function at the inclusion despite a high heterogeneity. These results required to be extended to a larger cohort,
to older HD patients or displaying a more pronounced deconditioning. For the future, studies including biopsy or
electromyography will also be required to investigate more precisely muscle structure and function in response to a

combined exercise training.
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Synthése

’age d’induction de ’lhémodialyse en France étant autour des 63 ans'*3, les 20 patients hémodialysés
inclus dans cette étude étaient plutét jeunes, avec un age moyen de 54 ans. Leur fonction physique,
évaluée par le biais du Short Physical Performance Battery (SPPB), était relativement préservée, bien
que plus faible qu’une population saine de méme age!®2. Une grande partie de ces patients présentait
cependant un score inférieur a 8, défini comme un stade de fragilité ; et une proportion significative
d’entre eux présentait un score supérieur a 8 et était quand méme considérée comme a risque de
fragilité!¥. De plus, la fonction physique des patients dialysés est connue pour décliner nettement plus

rapidement que celle de la population générale de méme age*'®.

Comme attendu, aucun évenement indésirable en lien avec I'exercice combiné réalisé pendant la
dialyse n’est survenu. La motivation des patients a suivre le programme était excellente, avec plus de
90% des séances planifiées effectivement réalisées. Au total, les patients ont cumulé plus de 5300
kilometres virtuellement parcourus avec le pédalier adapté au lit de dialyse. Le programme continu,
combinant des exercices en aérobie et de résistance a chaque séance, était associé a une meilleure
adhésion, potentiellement liée a la diversité des exercices mais aussi aux durées d’effort réduites pour
une modalité donnée. Quoique non significative, cette tendance explique le plus grand nombre de
kilometres parcourus dans le groupe réalisant le programme continu. Les séances non réalisées du
programme discontinu étaient principalement celles d’endurance, sans que la cause ne soit en lien

avec le programme ou le type d’exercice.

Contrairement a notre hypothese, la séparation temporelle des exercices d’endurance et de résistance
au cours de la réhabilitation du patient hémodialysé n’a pas permis d’optimiser les gains fonctionnels
obtenus apres un programme de réhabilitation combinée continu. Le score au SPPB des deux groupes
a augmenté de facon similaire en fin de programme. L’amplitude de cette amélioration correspond a
ce qui a été décrit auparavant dans la littérature®?. Une légére tendance en faveur d’une meilleure
efficacité du programme de réhabilitation discontinu sur I’équilibre unipodal a été observée et
mériterait de plus amples investigations. Chez 'Homme, I'amplitude de I'effet d’interférence est
influencée a la fois par la fréquence d’entrainement, les temps de récupération et I'ordre des exercices,
mais dépend principalement du volume de travail et de l'intensité des exercices. Il est ainsi fort
probable que la valeur de ces paramétres ne soit pas suffisante pour induire un effet d’interférence

dans le cadre de la réhabilitation du patient hémodialysé sur 16 semaines.

Les gains fonctionnels obtenus au cours de cette étude sont difficilement comparables a ceux
rapportés dans la littérature en raison du manque de données sur la réhabilitation du patient dialysé.

Les programmes y sont peu détaillés et les données physiologiques relatives a la fonction musculaire
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sont rarement récoltées. Ainsi, il nexiste a notre connaissance aucune étude ayant réalisé le suivi
longitudinal de la force de préhension au cours d’un programme perdialytique de réhabilitation
combinée. Il est alors intéressant de noter que les améliorations significatives de ce parameétre ne sont
détectables qu’en fin de programme, soit 16 semaines aprés le début de I'intervention. Ceci explique
certainement pourquoi des études réalisées sur des durées plus courtes n'ont pas mis en évidence

d’augmentation de la force maximale de préhension.

Cette donnée a d’autant plus d’intérét qu’un effet controlatéral de grande amplitude semble opérer
chez le patient hémodialysé dont seul le bras sans fistule est exercé. Le bras présentant la fistule était,
dans le cadre de cette étude, généralement le bras non dominant. Cette configuration permet un
transfert maximal des gains de force du c6té dominant vers le c6té non dominant!?. Dans le méme
sens, les 3 patients présentant une latéralité inverse et ayant entrainé leur bras non dominant avaient
les valeurs de transfert de gains les plus faibles. De fagon intéressante, la force maximale isométrique
du quadriceps était associée a des gains trés importants, particulierement du c6té non dominant, apres
le programme de réhabilitation. La symétrie des membres supérieurs et inférieurs est ainsi améliorée
en fin de programme. L'amplitude des gains, mesurée de facon directe a I'aide de dynamomeétres,

confirme I'efficacité de la réhabilitation combinée pour améliorer les capacités de production de force.

Il serait intéressant d’élargir ces résultats a un plus grand nombre de patients et a des patients
présentant un déconditionnement plus important, mais aussi d’investiguer de facon plus poussée les
réponses structurales et morphologiques du muscle strié squelettique avec des techniques
complémentaires. Néanmoins, les données récoltées au cours de cette étude permettent de mieux
préciser les modalités optimales de réhabilitation du patient hémodialysé et de mieux cerner les

composantes de la fonction physique impactées par ce type de programme.

Ces résultats soulignent ainsi plusieurs éléments directement applicables dans un contexte clinique :

e L’exercice combiné est associé a une haute adhésion des patients hémodialysés, confirmant

I'importance de la diversité des exercices.

e Quelle que soit la répartition temporelle des exercices d’endurance et de résistance, |'exercice

combiné améliore la condition physique globale.

e Plusieurs composantes de la motricité comme la force, I'équilibre et la résistance a la fatigue

des membres inférieurs participent a I'augmentation des aptitudes fonctionnelles.
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La présence d’un effet controlatéral de grande amplitude souligne I'intérét fonctionnel de

I’entrainement du haut du corps méme s’il ne peut se faire que sur le bras sans fistule.

Les gains de force des membres supérieurs semblent opérer tardivement et ne sont

détectables qu’en fin de programme.
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Etude #2 : Faisabilité de I’exercice excentrique en position alitée

Rationnel scientifique et hypotheses

La réhabilitation par I'exercice combiné du patient hémodialysé est contre-indiquée dans le cas d’une
intolérance a I'effort. La dépense énergétique liée aux exercices concentriques classiques demeure
trop élevée lorsque le déconditionnement ou la fatigue du patient sont trop importants. Les patients
souffrant d’insuffisance rénale terminale traités par hémodialyse présentent un profil particulier, avec
a la fois une dénutrition marquée et un risque cardiovasculaire élevé lié a I'hypertension et au diabete
souvent associés a la maladie rénale'®. Dans ce cadre, 'exercice excentrique pourrait permettre de
maintenir les aptitudes fonctionnelles des patients a moindre co(it métabolique et cardiovasculaire,

rendant éligible a la réhabilitation un plus grand nombre de patients que |’exercice concentrique.

Dans un contexte de limitations cardiorespiratoires a I'exercice, I'exercice excentrique présente un
intérét particulier. Pour rappel, I'action excentrique s’oppose a I'action concentrique en impliquant
I'allongement actif du muscle. Sous I'effet d’'une contrainte externe, comme un poids ou la force due
a la gravité, la tension du muscle augmente tandis que les extrémités distales et proximales s’éloignent
I'une de l'autre. A I'échelle moléculaire, cet allongement fait appel a I'action des composantes
élastiques comme les structures tendineuses, la matrice extracellulaire et la machinerie contractile

elle-méme®®°.

L'exercice excentrique est ainsi associé a de faibles contraintes métaboliques et
cardiovasculaires qui le rend accessible aux populations les plus déconditionnées ou présentant un

risque cardiovasculaire majeur.

Cette modalité d’exercice est trés bien tolérée par les patients souffrant d’insuffisance cardiaque,

présentant des limitations respiratoires (BPCO) ou encore atteints de cancer?®?’73%, La pratique

réguliere de l'exercice excentrique chez ces patients permet des améliorations fonctionnelles
notables quiinterviennent de facon précoce chez les sujets naifs : vitesse de marche, force des jambes,
endurance, équilibre, masse musculaire,...2261:227.261 | 3 génération de courbatures apparait comme
fréquemment liée a la pratique de I'exercice excentrique, ol les niveaux de forces développés sont tels

que le muscle est sujet a des dommages, la douleur disparaissant au bout de quelques jours.

La pratique des exercices de réhabilitation pendant la dialyse permet de surveiller I'activité et aussi
d’améliorer I'observance des patients qui, pour la plupart, ne dédieront pas de leur temps libre a la
pratique d’exercice. Généralement, I'exercice excentrique se pratique en position semi-allongée et a
ce jour, le pédalage excentrique en position allongée n’a pas encore été testé®C. L’hémodialyse
nécessitant la plupart du temps le maintien d’une position allongée, la faisabilité de I’exercice

excentrique dans ces conditions fait I'objet de cette étude.
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L’hypotheése principale est que le pédalage excentrique alité est pergu comme un effort peu fatiguant
et qu’il est donc réalisable en position allongée. Les hypothéses secondaires sont que le pédalage
excentrique alité (i) ne sollicite pas plus le systeme cardiovasculaire qu’en position semi-allongée (ii)
permet de développer les mémes puissances et (iii) ne génére pas de courbatures ou de douleur
invalidantes. Enfin, nous nous proposons de tester I'efficacité du pédalage excentrique alité, avec
I’hypothése que ce type d’exercice génére des adaptations précoces, avec (i) une augmentation de
la force maximale isométrique et (ii) une augmentation de la puissance maximale concentrique. La
confirmation de ces hypothéses permettra d’envisager l'intégration du pédalage excentrique alité
dans les programmes de réhabilitation des patients en insuffisance rénale terminale pendant la

procédure d’hémodialyse.

Implication personnelle

J'ai personnellement participé a la conception et a la mise en place de I'étude, a la construction de
I’ergometre excentrique, a la rédaction du document destiné au Comité de Protection des Personnes,
a la demande d’autorisation du comité d’éthique, a l'inclusion des volontaires sains, aux mesures
fonctionnelles, aux séances d’entrainement excentrique, a I'acquisition et au traitement des données

et a la rédaction de I'article dont je suis le premier auteur. Cet article est intitulé :
Feasibility and early efficiency of bed-cycling eccentric training: potential clinical applications

Il est actuellement soumis a I’European Journal of Applied Physiology dont I'impact factor est de 2,58.

Manuscrit
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ABSTRACT

Purpose: This study aimed to evaluate feasibility and early efficiency of moderate bed-cycling eccentric training on healthy

individuals, and establish whether this training modality could be implemented into bedridden patients’ routine care.

Methods. This study was designed as longitudinal with pre-post exercise intervention measurements. The development of a bed-
adapted eccentric ergometer allowed to conduct 5 training sessions during a 3 weeks period at increasing intensity on 11 healthy
individuals. Force-speed relationship, maximal voluntary knee extension force and neural activation of all subjects were evaluated

before and after the program.

Results: Five training sessions were sufficient to decrease the rate of perceived exertion whereas increase eccentric power output
increased (210.1+38.5 W t0 293.8 £ 19.7 W). After training, maximal voluntary knee extension force had significantly improved
in all subjects, with a mean increase of 17% (453.3 £ 40.1 to 531.4 + 43.9 N). Analysis of EMG signal showed a mean improvement
of 22% in neural activation of leg extensors muscles (p<0.05). Maximal cycling power was also significantly higher (808.6 + 81.3

to 869.5 + 88.1 W) after the training program.

Conclusion: Taken together, these results show that moderate load eccentric bed cycling (i) was feasible and efficient, (ii) did not
generate excessive fatigue nor develop major muscular or joint pain after training and (iii) allowed early force and power gains in

healthy subjects.

Key words: negative work, exercise rchabilitation, bedridden patients.
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Abbreviations:

ATP Adenosine triphosphate

BMI Body mass index

DOMS Delayed onset muscle soreness

EMG Electromyography

HR Heart rate

MVC Maximal voluntary isometric contraction force

PO Power output

RBE Repeated bout effect

RMS Root Mean Square

RPE Rate of perceived exertion
INTRODUCTION

In sedentary patients, exercise has numerous beneficial effects, maintaining lower limbs function and functional independency
(Johansen 2008, Painter et al. 2000; Westhoff, Stemmerik, and Boshuizen 2000; Brown, Sinacore, and Host 1995). Cycling is the
most common practice but concentric contractions generate high metabolic strains and cannot be safely performed by frail
population and immobilized patients. Consequently, eccentric cycling, where pedals are driven by an engine and subjects have to
brake their rotation, could be an attainable and efficient rehabilitation. This modality permits to achieve high workloads at low
metabolic cost (Hoppeler 2016). Energy required for muscle lengthening is four to six-fold lower than for shortening (Bigland-
Ritchie and Woods 1976; Abbott, Bigland, and Ritchie 1952; Perrey et al. 2001) thanks to mini-cycles of myosin binding without
ATP (adenosine triphosphate) consumption (Vale and Milligan 2000) and to the wrapping of titin around actin (Oranchuk et al.

2019).

Eccentric exercise was shown to be affordable for patients with cardiorespiratory limitations (Besson et al. 2013; Paul C Lastayo
et al. 2013). In the elderly, higher improvements in physical function were evidenced following an eccentric training compared to
a concentric mode (Chen et al. 2017). In the elderly, improvements of strength and physical function were similar after an eccentric

and a high-velocity training, whereas total work was lower in the eccentric training program (Leszczak et al. 2013). However,
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eccentric modality is underused in rehabilitation, because contractions are often associated with micro-damages in fibers structure
causing a Delayed Onset Muscle Soreness (DOMS)(Vogt and Hoppeler 2014; Proske and Morgan 2001). However, muscle fibers
can be preserved, as progressive workload increase confers an carly protective effect to muscles and tendons (McHugh 2003; Lin
et al. 2015; Hyldahl, Chen, and Nosaka 2017). When intensity is based on rate of perceived exertion (RPE), no pain has been
reported (Besson et al. 2013; Paul C Lastayo et al. 2013). Fractioned practice seems to promote this “repeated bout effect” (RBE),
allowing naive subjects to perform cccentric without DOMS (Vogt and Hoppeler 2014; Steiner ct al. 2004). Feasibility and
efficiency of eccentric training were evidenced in chronically ill patients but were not explored in a lying position (Hoppeler 2016;

Paul C Lastayo et al. 2011; Steiner et al. 2004; Paul C Lastayo et al. 2013).

Facing an important nced for bed practice exercise facilitics, we designed a study protocol to explore the feasibility and the carly
efficiency of bed-cycling eccentric training, highlighting the early effects of eccentric cycling on healthy volunteers trained in a
lying position similar to that adopted by bedridden patients. Progressive increment of workload and exercise duration was planned
to practice cccentric cycling safely without DOMS. Power, force and speed outputs, RPE, DOMS and heart rate frequency were
monitored during all sessions. Parameters of power-speed relationship, maximal voluntary contraction force and neural activation

during maximal contraction were evaluated before and after training.

SUBJECTS, MATERIAL AND METHODS

Participants, study protocol and design

The study procedures complied with the Declaration of Helsinki and its later amendments on human experimentation and was
approved by national ethics committee. 11 healthy volunteers, including 6 males, were recruited and gave written informed
consent. They were normal active people without medical contraindication to practice physical activity. Participants were

evaluated before and after the five training sessions at increasing intensity during a three weeks period.
Home-made eccentric ergometer

The construction of an ergometer was necessary due to the lack of commercially available eccentric ergometers. Inspired by a
guide previously published (Martin and Elmer 2012), the ergometer was designed with a direct-drive motor for electric bikes fixed

on a patient lift. The chain was linked to a SRM crankset equipped with bike pedals (Fig.1).
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|

| Dialysis bed

Patient lift

Fig.1 Functioning principle of the home-made eccentric ergometer adapted for bed-cycling

Training procedure

Before exercise, subjects were equipped with a heart rate transmitter belt and cycling shoes. They were installed on the eccentric

ergometer and asked to avoid arm or trunk movements. The complete training procedure is provided in Table 1.

Session Procedure

During each session participants were asked to perform passive anti-clockwise cycling (i.e.

All without braking phase) and to keep the speed rotation between 50 and 70 rpm during the five-

minute warm-up.

During the first session, considered as a familiarization session, ergometer speed was successively
1 set at 50, 60, 70 and 80 rpm and subjects were asked to brake the pedals movement until the speed
decreased by 5 rpm during 15 seconds, before 30 scconds of cool-down in passive cycling.

Exercise was repeated twice for each speed.

Ergomcter specd was successively sct at 50, 60, 70 and 80 rpm and subjccts were asked to brake
the pedals movement until the speed decreases by 10 rpm during 15 seconds, before 30 seconds

of cool-down in passive cycling. Exercise was repeated 3 times for each speed.

Ergometer speed was successively set at 50, 60, 70 and 80 rpm and subjects were asked to brake
the pedals movement until the speed decreases by 10 rpm during 15 seconds, before 30 seconds

of cool-down in passive cycling. Exercise was repeated 4 times for each speed.

Ergometer speed was successively set at 50, 60, 70 and 80 rpm and subjects were asked to brake
the pedals movement until the speed decreases by 10 rpm during 15 seconds, before 15 seconds

of cool-down in passive cycling. Exercise was repeated 5 times for each speed.

Ergomcter speed was successively sct at 50, 60, 70 and 80 rpm and subjccts were asked to brake
the pedals movement until the speed decreases by 10 rpm during 15 seconds, before 15 seconds

of cool-down in passive cycling. Exercise was repeated 6 times for each speed.

All At the end of each session participants were allowed to cool down in passive cycling for 5 minutes.

Table 1 Complete training procedure used for each session during the study

Eccentric power and speed outputs

Power developed to brake and rotation speed of the pedals were monitored with a SRM 6 power control device (Schoberer Rad

MePtechnik GmbH).
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Rate of perceived exertion

The rate of perceived exertion (RPE) was requested for each exercise. Participants were asked to quote their effort using a revised
Borg scale (0 to 10 scale (Williams 2017)) and confirmed the value with an adjective: zero effort, extremely easy ...very hard and

extremely hard.
Delayed Onset Muscle Soreness

Participants were asked to evaluate pain or muscle soreness they felt within the 48-hours following the session on a 10-point scale,

with 0 corresponding to the absence of pain and 9 to an unbearable pain (McCormack, Horne, and Sheather 1988).
Concentric power-speed relationship

Subjects performed sprints on an instrumented ergometer (Monark 818E, Monark Exercise AB). After 5 minutes of warm-up, five
consecutive sprints were recorded during 4 seconds with a sampling frequency of 200 Hz. Increasing loads were set successively
at 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 and 1 N.kg"'. Maximal power output was extracted from the power-speed relationship with a third-order

polynomial regression according to the method previously published (Arsac, Belli, and Lacour 1996).
Maximal voluntary isometric contraction force

Before and after the training program, maximal voluntary isometric contraction force (MVC) was measured during knee extension
with a handheld dynamometer (Microfet2, Hoggan Health). Dynamometer was fixed behind the subject and an inelastic strap was
used to link the leg, according to the method previously published (Souweine et al. 2017). Before measurements, subjects were
allowed to perform two trial contractions. After one minute rest, subjects performed 3 maximal contractions of 4 seconds separated

by one minute rest. Maximal value was retained as MVC (100%).
Neural activation during maximal isometric contraction

Skin on the quadriceps muscles of the left leg was shaved and prepared to ensure that skin impedance was lower than 5 kQ.
Disposable surface electrodes (EL501, Biopac Systems Inc.) were positioned on the vastus medialis, rectus femoris and vastus
lateralis with an intrapair distance of 20 mm, according to the method previously published (Rainoldi, Melchiorri, and Caruso
2004). Subjects performed 2 contractions at 25%, 2 contractions at 50% and 2 contractions at 75% of MVC (Drechsler, Cramp,
and Scott 2006). Surface electromyography (EMG) was recorded with a 3-ways research system (MP150, Biopac Systems Inc.).
The Root Mean Square (RMS) method was used for smoothing with the AcqgKnowledge sottware. EMG; — force relationships

were obtained from the values of the four contraction forces, using a linear regression model.
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Statistical analysis

Statistical analyses were performed using StatView®. Each quantitative parameter was presented as mean =+ standard error of the
mean (SEM) or as median and quartiles if normality was not verified. Descriptive analyses were carricd out for subjects’
characteristics and DOMS values. When appropriate, a repeated measures ANOVA, a Fricdman ANOVA or a pairwise Wilcoxon

test was performed. A result was considered as significant when p-value was lower than *: 0.05, **: 0.01 and ***: 0.001.

RESULTS

Subjects

Characteristics of the 11 subjects are presented in Table 2. Briefly, mean age was 40.2 + 4.0 years and mean body mass index

(BMI) was 23.0 £ 0.7 kg.m™.

Subject Gender Age (years) Height (m) Weight (kg) BMI
1 Male 53 172 77 26.0
2 Male 24 1.74 70 23.1
3 Male 53 1.72 67 22.6
4 Male 32 1.76 85 27.4
5 Male 24 1.85 82 24.0
6 Male 51 1.76 73 23.6
7 Female 24 .77 70 223
8 Female 51 1.57 48 19.5
9 Female 55 1.74 67 22.1
10 Female 31 1.60 53 20.7
11 Female 44 1.65 58 21.3

Mean + SEM 40.2 £4.0 1.72 £ 0.02 68.2+3.5 23.0+0.7

Table 2 Characteristics of subjects at the beginning of the study
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Tolerance to training

Subjects were highly compliant with training procedures, easily performed reverse pedaling and all exercises were well-tolerated.
Heart rate (HR) at rest was 67 = 1 bpm and during exercise, peak HR increased to 97 = 1 bpm (Fig.2). Peak HR did not exceed

100 bpm. Mean increase was about 29 + 1 bpm between resting and exercise.

100

90

80

Heart rate {(bpm)

70

80

Rest Exercise

Fig.2 Hear! rale frequency group data during rest and exercise

The RPE is depicted on Fig.3a, and the familiarization session (Session 1) was not taken into account for data analysis. Inter-
individual variability of perceived exertion was high for the same exercise, but values were consistent between sessions for the
same subject. RPE significantly increased with speed in every training session. It remained low (< 5/10) but increased when
subjects had to brake to 70rpm, the hardest task. No effect of training was observed on subjects” RPE under 60rpm, but training
significantly decreased RPE by approximately 17,5 % when braking to 70rpm. Moreover, global RPE for one entire session,

including all exercise speeds, was significantly lower with training.

Mean power outputs (PO) are presented in Fig.3b. Workloads achieved during eccentric cycling were high no matter the exercise
and study time-point, and significantly increased with speed. At the beginning of the study, mean value obtained was about S0W
and maximal value plateaued at 540W. At the end of training, minimal value was close to 100W and maximal value reached
700W. Workload was significantly different in-between the sessions at 60rpm (210.1 + 38.5 W compared to 293.8 = 19.7 W). No
significant change was found at other speeds. Lower work reproducibility corresponded to the fastest speed. The relationships
between PO and RPE during session 2 and 5 are depicted in Fig.3e. Slope of linear fitting curve significantly increased (p<0.001,

+139%) after training program.
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Six subjects experienced DOMS. As presented in Table 3, all sessions generated DOMS for 1 to 3 subjects. DOMS values
remained low, as maximal score was 3. For each session, mean DOMS value was very low (<1), because most of the subjects did

not feel any muscular or joint pain.

Session 1 Session 2 Session 3 Session 4 Session 5
. . 6
Subjects with

DOMS 9 3 1 2 1

Minimum pain | L 5 i i
value

Maximum pain . 3 5 3 i
value

Table 3, Delaved Onser Muscle Soreness (DOMS) expressed in number of subjects with pain and minimal/maximal pain values
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Effects on concentric sprint-cycling performance

Maximal power output was extracted from power-speed relationship (Fig.da). Training significantly increased maximal power

output (Fig.4b). Mean improvement was about 8.5%, corresponding to a 74W increase in the maximal power developed during

sprints.

1600 1000+

(w)

4007 Maximal power output (P__3 oyt

max.

800+

1200

-
=
S
(=3
1

600

800+

500 - § 4004

Power output {WV)

400+
200

H
Maximal power output, P,

200+

T T T 1
0 50 100 150 200 250 Pre Post
Speed (rpm)

Fig.4a Example of power-speed relationship of one subject. Curve represents the thivd order polvnomial regression used to extrapolute

maximal power output (Ppa) b: Evolution of maximal power output (Puey) before and after the training program
Effects on isometric contraction force

Results of MVC presented on Fig.5 show that MVC significantly improved after training. Mean improvement was about 78N,
corresponding to a 17% increase in force from baseline. Integrated EMG during MVC shows a significant increase (+22%) after
training.

700 0,5+

600

0,4

0,3

Force (N)
EMG (a.u.)

0,14

0,0
Pre Past Pre Post

Fig.5 Evolution of maximal voluntary isomeiric contraction force (MVC, left panel) and integrated EMG signal (EMG,, right panel) during

isometric knee extension

Relative EMG-Force relationship shifts above the curve obtained before the program of eccentric cycling and the area under the

EMGi-Force curve was significantly increased by 5% after training (p<0.03) (Fig.6).
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DISCUSSION

Ergometer was designed for hospital bed-cycling. Previcusly developed eccentric ergometers were developed for semi-recumbent
practice (Martin and Elmer 2012; Elmer, Danvind, and Holmberg 2012; Hoppeler 2016; Lewis 2012; Rocha Vieira et al. 2011).
Subjects had no difficulty to stay in a lying position without moving arms and trunk. With most of patients carrying a high
cardiovascular risk, the HR frequency increase during exercise must be limited. We report a modest 30bpm increase, and peak
HR did not exceed 100bpm. Our results are in accordance with Chasland’s study (Chasland et al. 2017), and consistent with
previous observations (Lewis 2012; Perrey et al. 2001). Power outputs reached in the present study were relatively high compared
to classical concentric cycling exercise, extending the results of previous studies performed in a semi-recumbent position (P C
Lastayo et al. 2000; Paul C Lastayo, Ewy, et al. 2003). Eccentric power cutputs are rarely measured, workload being usually
estimated from oxygen consumption or from a concentric performance (Steiner ct al. 2004; Laroche ct al. 2013). To our
knowledge, only two studies used a system like SRM {Leong et al. 2014; Lewis 2012). Compared to our data, power outputs were

lower during familiarization sessions, due to lower rotation speeds.

After five training sessions, participants achieved higher workload for a given RPE. The relationship between PO and RPE was
improved and gains were higher in eccentric (+29,6% in maximal eccentric PO) compared to isometric conditions (+17% in MVC)
and were even greater compared to concentric type exercises (+8% in maximal concentric power). It was previously suggested

that gains were specific to contraction mode and movement velocity (M Roig et al. 2009). These functional gains specific to the
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eccentric type appear valuable in a clinical context since eccentric movements are required to support body weight, particularly
during downhill activities to ensure balance and slow down. It was demonstrated that efficiency of eccentric training to decrease
fall risk was at lcast equal (Paul C Lastayo ct al. 2017), indeed higher (Paul C Lastayo, Ewy, ct al. 2003) than traditional concentric
training by specifically improving eccentric strength. Transferability of gaing is of major importance for frail patients. Major
isometric strength gains following eccentric training were demonstrated (M Roig et al. 2009) but to our knowledge, this is the first
report of an carly increased MVC in non-athletes. Similar valucs were found in a recumbent position with longer programs (Paul
C Lastayo, Lewek, et al. 2003; Paul C Lastayo et al. 2013, 2011; Paul C Lastayo, Ewy, ¢t al. 2003; P C Lastayo et al. 1999).
However, leg muscle power was shown to be a better determinant of physical performance than isometric strength (Bean et al.
2003; Reid and Fielding 2012). Eccentric training in young individuals improved maximal cycling power after 8 weeks of training
(Leong et al. 2014). In our study, maximal PO during sprints was significantly improved, extending previous results that early

adaptive responses occur following eccentric exercise in a healthy population.

The force-EMGi relationship curve shifted above pre-training curve. As a 5% higher neural activation is involved to develop the
same MVC after training, it indicates that a slight impairment in neuromuscular efficiency occurs during isometric contractions.
Excitation-contraction coupling efficiency was previously shown to be transitorily altered after eccentric, probably due to changes
in membrane excitability or conduction velocity (Nasrabadi ct al. 2018). However, here, the great isometric strength gains suggest
that local nervous adaptations exceed contractile function impairment. These results also mean that strength gains result in part
from a neural drive optimization through a better motor units recruitment/a higher discharge rate of active motor units or from
diminished inhibitory reflex loops. According to Kraemer, these improvements could also be related to the synchronized activation
of agonistic, synergistic and antagonistic muscles (Kraemer, Fleck, and Evans 1996). Motor learning could have improved neural
drive of leg muscles to resist against the dynamometer, increasing production force capacity through an efficient activation of

muscles involved in movement execution (Wulf, Shea, and Lewthwaite 2010; Brueckner, Kiss, and Muehlbauer 2018).

Workload was progressively increased, but most of our subjects experienced DOMS. They reported pain felt during daily eccentric
movements like going downstairs. Subjects are differently sensitive to DOMS, and immobilized patients might be more fragile.
There is no evidence that gender or age are determinants of DOMS sensitivity, but subjects performing downhill running and
regular cycling did not report any pain whereas less active people were subjected to DOMS. These practices can induce a RBE
and may explain the differential subjects’ sensitivity. Some factors seem to promote DOMS and importance of speed was
previously evidenced (Hoppeler 2016). Low velocity must be strongly advised to facilitate coordination and avoid damage. High
velocities induce a disorganized muscular work in favor of a greater elastic component and joint solicitation (Elmer et al. 2010).
However, in other studies, patients also experienced DOMS after the first session in a comparable extent of our group whereas

rotation speed was below 60rpm (Besson et al. 2013; Leong et al. 2014).
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Workload has a major role and must be measured to ensure proper intensity and even though DOMS pain values were low, our
program can be improved. Our training procedures emerged from current recommendations, but most of the procedures are poorly
described (Marc Roig, Shadgan, and Reid 2008). As familiarization sessions arc key steps to confer RBE, a periodization model
was suggested to safely introduce eccentric (Harris-Love et al. 2017). Further studies conducted on healthy volunteers including
these recommendations, controlling precisely workload and specially focused on DOMS, are needed to establish the mechanisms

underpinning RBE and adequate eccentric intensity to avoid DOMS (Hyldahl, Chen, and Nosaka 2017).

CONCLUSION

In summary, our study shows that bed-cycling cecentric training is feasible, that adaptations to bed-cycling cccentric training
occur in the early stage of practice and that strength and power gains following eccentric cycling are transferable to others
contraction modalities, i.e. concentric and isometric. Interestingly, most of the daily movements include an eccentric, a concentric
and an isometric phase, and daily falls in frail people are most of the time attributable to a lack of balance during the eccentric
phase. Eccentric movements are also prominent during downhill exercises like going down the stairs or sit on a seat, and the
inability to brake the body weight considerably limits functional independence and quality of life. Thus, the specificity of eccentric
regimen constitutes a promising exercise mode for clinical applications since training can be safely perform in a lying position
and is associated to an early efficiency on muscle function. Transferability of gains to concentric and isometric modalities will

allow to improve whole leg function and positively impact physical abilities in a frail population.
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Synthese

Les ergomeétres existants jusqu’alors étant destinés a une pratique semi-allongéel0®172:236:263350 |3 mjse
en place de cette étude a nécessité la création d’un ergométre excentrique adapté a la pratique au lit
du patient. Pour ce faire, une cassette montée sur un moteur de vélo électrique permettait la mise en
mouvement des pédales grace a une chaine de vélo classique. Un pédalier de type SRM a été utilisé
pour mesurer de facon directe les puissances appliquées sur les pédales. Le moteur était alimenté par
I'intermédiaire d’une batterie initialement congue pour un vélo électrique. Un potentiometre relié a

une interface de commande permettait la mise en route du systeme et le réglage de la vitesse de
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rotation des pédales. Pour permettre le déplacement et I'adaptation de I'ergometre excentrique au lit,
un léve-patient électrique soutenait I'ensemble des éléments. Afin d’assurer une longueur optimale
des muscles de la cuisse lors du pédalage excentrique, il était possible de faire varier la distance entre

le lit et 'ergometre.

Les 11 volontaires sains inclus dans cette étude n’ont pas eu de difficulté a maintenir une position
allongée sans bouger les bras ou le tronc. Par ailleurs, aucun d’entre eux n’a eu de difficulté avec le
rétropédalage. Le suivi de la fréquence cardiaque au cours des sessions d’exercice excentrique a
permis d’observer une modeste augmentation de la fréquence cardiaque, ne dépassant pas les 100
bpm (battements par minute). Ces résultats sont concordants avec la littérature existante®23632° |es
puissances développées pour freiner les mouvements angulaires des pédales sont nettement plus
hautes que celles rencontrées pour les mettre en mouvement lors d’exercices concentriques, et

comparables a celles associées a I'excentrique pratiqué en position semi-allongée??+2%°,

Ces données de puissance sont d’ailleurs rarement mesurées par un systeme d’acquisition directe
comme le pédalier SRM, le travail négatif étant souvent estimé par une méthode indirecte??>410, A
notre connaissance, seules deux études ont utilisé des systémes similaires pour mesurer les puissances
en condition excentrique?**23¢, Comparées a nos résultats, les puissances développées dans ces deux
études étaient plus faibles pendant les sessions de familiarisation, la vitesse imposée étant plus basse.
Conformément a de précédentes observations’, aprés 5 sessions d’exercice excentrique, les
volontaires étaient capables de développer des puissances plus élevées pour la méme perception de
difficulté de I'effort (RPE). Ainsi, la familiarisation avec I'excentrique permet de développer des

puissances de plus en plus importantes sans pour autant percevoir I'effort comme fatiguant.

L’augmentation progressive de la charge de travail n’a pas permis d’éviter les douleurs musculaires
rétroactives chez certains des volontaires. Six d’entre eux ont ressenti des courbatures d’intensité
légeére a modérée dans les 48 heures suivant une session d’exercice. Ces douleurs étaient ressenties
lors d’activités du quotidien comme la descente d’escaliers, suggérant la présence de micro-dommages
musculaires liés a la contrainte excentrique. Il est établi qu’un sujet peut étre plus ou moins sensible
aux DOMS, et parmi les volontaires inclus dans I'étude, ceux pratiquant de la course sur terrain
dénivelé et du cyclisme régulierement n’ont ressenti que trés peu de douleur. L’age ou le genre n’ont
pas été identifiés comme des facteurs déterminants de la sensibilité aux DOMS, mais I'exposition
réguliere a des contraintes excentriques peut étre a I'origine d’un phénomeéne de protection induite

(RBE), expliquant que seuls les volontaires les plus naifs aient été sujets a ces douleurs.

L'importance de la vitesse d’étirement du muscle en excentrique a précédemment été mise en

évidence dans la génération de dommages musculaires 172, Alors que les basses vitesses favorisent la

Etude #2 : Faisabilité de I’exercice excentrique en position alitée



Page |121

coordination du travail musculaire, les vitesses élevées induisent un travail désorganisé et sollicitent
d’autant plus la composante élastique du muscle et les articulations!*!. Dans d’autres études, méme si
la vitesse était maitrisée sous les 60 rpm (rotations par minute), les populations fragiles ont ressenti

des douleurs comparables a celles relevées lors de notre étude?234,

La charge de travail en excentrique possede un réle majeur dans la génération de dommages
musculaires et de DOMS. Méme si les douleurs relevées au cours de notre étude étaient de faible
intensité, I'acclimatation a I'exercice excentrique se doit d’étre mieux maitrisée, surtout pour une
application a des patients hémodialysés. Le protocole d’exercice mis en place tenait compte des
recommandations établies dans la littérature, mais les procédures sont généralement peu décrites®>*.
Un modele de périodisation, proposé par Harris-Love et al., mériterait d’étre plus précisément étudié
pour introduire de facon sécuritaire I'exercice excentrique®®2. En contrélant la vitesse angulaire et en
maintenant une valeur de travail cible, les auteurs proposent d’introduire graduellement I'exercice
excentrique pour favoriser le phénomene de protection induite et éviter les dommages. D’autres
études sont cependant nécessaires pour établir I'efficacité de ce modeéle chez des populations dgées
ou présentant des pathologies chroniques?®?. De méme, la compréhension des mécanismes favorisants

le phénoméne de protection induite mériterait d’étre plus approfondie 2°.

S’il a longtemps été suggéré que les gains associés a I'exercice excentrique étaient spécifiques de ce
mode d’action®3, la transférabilité de ces gains observée dans notre étude est d’importance clinique.
Dans les taches quotidiennes, la force excentrique permet de freiner le poids de corps et participe au
maintien de I'équilibre. L'efficacité de I'entrainement de type excentrique pour diminuer le risque de
chute en augmentant spécifiguement la force excentrique a d’ailleurs déja été démontrée comme

228

égale??8 voire supérieure a celle associée a un entrainement concentrique??*. Des améliorations de la

33 'mais a notre connaissance, nos

force maximale isométrique ont déja été observées chez I'athlete
résultats sont les premiers a montrer une augmentation de ce parametre chez des sujets non-athléetes.
Des valeurs comparables ont cependant été mises en évidence avec une pratique semi-allongée, mais

224-221,230 | 'gugmentation de la puissance concentrique observée dans

pas sur des durées aussi courtes
cette étude permet d’étendre les résultats obtenus par Leong et al. aprés 8 semaines d’entrainement
chez des sujets plus jeunes?*. La puissance musculaire est aussi mieux corrélée a la performance

physique que la force?*30,

Les résultats révélés par I'électromyographie confirment la présence d’une altération de I'efficacité
neuromusculaire. Pour développer la méme force isométrique, I'activité nerveuse est augmentée de
5% en fin de programme. De précédentes observations ont fait état d’'une altération transitoire,

attribuée a des changements de I'excitabilité des membranes ou a des vitesses de conduction du signal

Etude #2 : Faisabilité de I’exercice excentrique en position alitée



Page | 122

nerveux plus faibles”2%2, Comme souligné précédemment, le réle inhibiteur des organes tendineux de
Golgi pourrait aussi expliquer cette diminution de I'efficacité neuromusculaire pour protéger le tissu.
L'amélioration notable de la force maximale isométrique suggére que les adaptations au sein du
muscle dépassent la légére altération de la fonction contractile. Par ailleurs, il se peut aussi que
I'apprentissage du rétropédalage contre une force externe ait permis une meilleure synchronisation

des muscles agonistes et antagonistes?'®, améliorant la force produite lors de la contraction®4°8,

Cette étude souligne plusieurs éléments pour I'application de I'exercice excentrique au lit du patient :

e la pratique du pédalage excentrique en position allongée est faisable et la perception de la

difficulté de I'effort correspond aux observations faites en position semi-allongée.

e La difficulté de I'effort percue reste faible, et grace au rendement musculaire propre a

I’exercice excentrique, permet de générer de hauts niveaux de puissance.

e Lacharge de travail doit étre rigoureusement contrélée lors de I'implémentation de I'exercice

excentrique pour stimuler le phénomeéne de protection induite et éviter les micro-dommages.

e Lavitesse de pédalage est d’importance capitale pour faciliter la coordination motrice et éviter

la sursollicitation de la composante élastique et des articulations.

e Les adaptations a I’exercice excentrique interviennent de facon précoce et sont transférables

a d’autres mode d’action comme |'isométrique et le concentrique.

La meilleure stratégie de reconditionnement consiste a intervenir de facon préventive, en amont de
I"apparition de contre-indications majeures a la pratique d’exercice combiné en dialyse. Cependant, la
faisabilité de I'exercice excentrique en position alitée pourrait permettre I'acces a la réhabilitation des
patients présentant une intolérance a I'effort. En restaurant peu a peu les capacités de production de
force excentrique, isométrique et concentrique sans imposer de contraintes métaboliques et
cardiovasculaires importantes, la réhabilitation par I'exercice excentrique pourrait ralentir voire
empécher le déclin fonctionnel accéléré du patient hémodialysé présentant des limitations

cardiovasculaires ou respiratoires a I'exercice.

Etude #2 : Faisabilité de I’exercice excentrique en position alitée
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RESUME DU CHAPITRE IlI

La réhabilitation combinée est la modalité d’exercice la plus efficace pour
restaurer la fonction musculaire et est associée a une bonne acceptabilité et une

bonne adhésion de la part des patients hémodialysés.

La pratique perdialytique d’exercices d’endurance et de résistance sur une durée
de 16 semaines n’engendre pas de phénomeéne d’interférence et permet

d’améliorer la fonction musculaire quel que soit I'ordre des exercices.

L’'augmentation de I'équilibre, de la vitesse de marche, de la force des membres
inférieurs et supérieurs ainsi que de la résistance a la fatigue contribuent a

I'amélioration de la fonction physique globale chez le patient hémodialysé.

L’'entrainement du bras ne portant pas de fistule permet d’améliorer la force du
bras non exercé grace a un effet controlatéral de grande amplitude,

particulierement si la fistule se situe du coté non-dominant.

La réhabilitation combinée n’est cependant pas accessible aux patients les plus
déconditionnés ou présentant une intolérance a I’effort a cause des contraintes

métaboliques et cardiovasculaires associées a I'exercice concentrique.

La pratique du pédalage excentrique en position alitée est faisable et ne sollicite
que trés peu le systéme cardiovasculaire tout en permettant de développer des

puissances importantes.

L’entrainement en excentrique est a [lorigine d’adaptations précoces
transférables a d’autres modes de contraction, permettant d’améliorer la force

maximale isométrique et la puissance maximale concentrique.

L’exercice excentrique, de par son efficience énergétique, pourrait ainsi étre une

alternative de choix pour des patients intolérants a I’effort.

Résumé du Chapitre 111
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CHAPITRE IV : MECANISMES DE REGULATION DE L'HOMEOQSTASIE MUSCULAIRE

L’homéostasie du muscle strié squelettique est assurée par de nombreux mécanismes cellulaires et
moléculaires. La compréhension de ces mécanismes est nécessaire a |'établissement de stratégies
thérapeutiques efficaces contre le déconditionnement. Le tissu musculaire constitue le plus grand
réservoir protéique du corps humain, et I'homéostasie musculaire résulte d’un équilibre du
métabolisme protéique entre des processus anaboliques et cataboliques (Figure 40). Cette balance
protéique définit de quelle maniere le muscle peut répondre a un stimulus donné: soit par
augmentation de son anabolisme, stimulant la synthese protéique et inhibant les voies de dégradation,
soit par augmentation de son catabolisme, se traduisant par une dégradation protéique accrue
combinée a une réduction des procédés de synthése®®®. L’équilibre de la balance protéique musculaire
détermine le contenu protéique et le diamétre des fibres®*. La voie PI3K/Akt/MTORC1 représente le
principal signal d’activation de la synthése protéique, alors que le systeme ubiquitine-protéasome
apparait comme responsable de la majorité de la protéolyse dans le muscle strié squelettique a I'état
basal®’. Ces voies de signalisation cellulaires majeures seront décrites dans ce chapitre, avec une
attention particuliere portée sur les mécanismes étudiés sur modele animal et transposables a

'Homme.

Synthese
protéique

LA

l
s— =

Homéostasie musculaire

Figure 40 : Balance protéique musculaire

Mécanismes de régulation de ’homéostasie musculaire
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1. Croissance musculaire et hypertrophie

L’anabolisme musculaire se traduit par une augmentation de la synthese protéique qui permet la
croissance ou I’hypertrophie du muscle strié squelettique. La synthése protéique nécessite plusieurs
étapes, avec en premier lieu la transcription dans le noyau de ’ADN en ARN messager (ARNm), suivie
de la traduction par les ribosomes dans le cytoplasme de '’ARNm en protéines (Figure 41). Les
ribosomes sont constitués d’ARN ribosomiques (ARNr) et de protéines et sont assemblés en deux sous-
unités qui jouent des roles distincts. La petite sous-unité assure la lecture de I'ARN messager tandis
que la grande sous-unité catalyse la synthése des liaisons peptidiques entre les acides aminés

successifs de la protéine.

Figure 41 : Déroulement de la synthese protéique dans la cellule musculaire. La synthése protéique requiert
d’abord (1) la transcription de I’ADN contenu dans le noyau en ARNm, qui, une fois dans le cytoplasme (2)
pourra étre traduit en protéines par les ribosomes (3)

L’activation de la synthése protéique fait suite a des stimuli anabolisants comme I'insuline ou les
facteurs de croissance qui, en se liant a leurs récepteurs membranaires, déclenchent a l'intérieur de la
cellule musculaire une cascade de réactions biochimiques menant a la traduction protéique. Au centre
de cette signalétique cellulaire, la protéine mTOR (Mechanistic Target Of Rapamycin) joue un réle

majeur.

1.1. Activation de la synthese protéique

mTOR est une protéine de 289 kDa présentant une activité de serine/thréonine kinase qui forme deux
complexes : MTORC1 (Mechanistic Target Of Rapamycin Complex 1) et MTORC2 (Mechanistic Target
Of Rapamycin Complex 2)?*. Le complexe MTORC1 comprend mTOR, RAPTOR (Regulatory Associated
Protein of mTOR), mLST8 (mTOR-associated protein LST8 homolog), DEPTOR (DEP domain containing

Croissance musculaire et hypertrophie
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mTOR-interacting protein), et PRAS40 (Proline Rich Akt Substrate of 40 kDa). Le complexe MTORC2
contient mTOR, RICTOR (Rapamycin-Insensitive Companion of mTOR), mLST8, DEPTOR et mSIN1

(mammalian Stress-activated protein kinase INteracting protein 1),

Le complexe MTORC2 se différencie de MTORC1 par sa sensibilité a la rapamycine qui n’induit son

inhibition qu’apreés un traitement chronique prolongé?*

. MTORC2 est un régulateur central de I'apport
en glucose en réponse a I'insuline et a I'exercice*®. De nombreuses études corroborent le réle central
de MTORC1 dans la régulation de la croissance et de la masse musculaire*®. Si d’autres voies
participent a la régulation de la masse musculaire, il est désormais établi que le développement du
muscle pendant la croissance est principalement dépendant de MTORC1244%2, A ’age adulte, d’autres
voies participent au maintien de la masse musculaire, MTORC1 jouant un réle important dans la

réponse hypertrophique suite a un stimulus comme I'exercice®®.

a. Voie PI3K/Akt/MTORC1

L’activation de la voie PI3K/Akt/MTORC1 débute par la liaison de I'IGF-1 (Insulin-like Growth Factor-1)
ou de linsuline non seulement a leurs récepteurs respectifs mais également a des hybrides du
récepteur IGF-1R (IGF-1 Receptor) - IR (Insulin Receptor) induisant son activation (Figure 42)*2, La
phosphorylation du récepteur IGF-1R permet le recrutement de IRS1 (Insulin Receptor Substrate 1) et
consécutivement I'activation de PI3K (Phosphatidilinositol 3-Kinase). PI3K permet alors la génération
du PIP3 (Phosphatidilinositol 3,4 ,5-triphosphate) en catalysant le transfert d’un groupement

phosphate sur la protéine membranaire PIP2 (Phosphatidilinositol 4,5-biphosphate)*°?,

Insuline, IGF-1

Membrane plasmique

Rapamycine /\

Figure 42 : Activation de ['axe PI3K/Akt/MTORCI et de la synthése protéique
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La kinase PDK-1 (Phosphoinositide-Dependent protein Kinase-1) est alors recrutée et induit I'activation
d’Akt (ou Protéine Kinase B, PKB). Il est a noter que MTORC2 permet I'activation compléte d’Akt*®2. La
signalisation MTORC2 est également régulée par MTORC1 assurant une boucle de rétrocontrole
négatif'’?. La phosphorylation d’Akt permet alors I'inhibition de TSC1/TSC2 (Tuberous Sclerosis
Complex 1/2) et la levée d’inhibition de MTORCL1 par le biais de la protéine GTPase Rheb (Ras homolog

enriched in brain).

L’activation d’Akt permet aussi la phosphorylation menant a I'inhibition de GSK3p (Glycogen Synthase
Kinase 3)3>°. GSK3B est une sérine/thréonine kinase dont I'activité constitutive inhibe I'initiation de la
synthése protéique via elF2B (eukaryotic Initiation Factor 2B). En réponse a IGF-1 ou a l'insuline®,
I'inactivation de GSK3[B par Akt permet a elF2B de catalyser I'’échange du GDP lié a elF2 en GTP et
d’initier la synthése protéique®®. Parallelement au role de GSK3B dans la synthése protéique
dépendante de I'axe IGF-1/Akt, GSK3B participe a divers processus biologiques incluant la synthése du

glycogéne et |'activation de la B-caténine3>>.

L’axe PI3K/Akt joue ainsi un role central dans I'inactivation de TSC1/2 et de GSK3B permettant de
stimuler la synthése protéique. L’activation de MTORC1 et l'initiation de la synthése protéique

concomitante peuvent aussi étre déclenchées par des signaux indépendants d’Akt.

b. Voie des MAP kinases

En réponse a un stimulus mécanique, I'activation de MTORC1 peut étre induite par la voie de la
protéine kinase MAPK (Mitogen-activated protein Kinase)/ERK (Extracellular signal Regulated Kinase)
menant a I'inhibition du complexe TSC2 sans implication de I'axe PI3K/Akt*®? (Figure 43). Par ailleurs,
la voie ERK1/2 régule aussi la croissance musculaire en contrélant I'expression de facteurs de

croissance nucléaires comme Elk-1 (ETS-like protein-1), c-Myc, c-Jun et c-Fos*%?,

L’exercice en résistance active la voie MAPK et plus particulierement ERK1/2 indépendamment de
MTORCI. Il est a noter que I'exercice excentrique permet aussi I'activation de la voie de signalisation
cellulaire associée a MAPK. A la différence des exercices concentriques, induisant une augmentation
de l'expression de la protéine ERK mais ayant peu d’effet sur la kinase p38 MAPK, I'exercice
excentrique semble promouvoir I'activation simultanée des deux protéines*’. La kinase p38 est
impliqguée dans de nombreuses réponses biologiques induites par un stress cellulaire et participe avec
ERK a I'activation de nombreuses kinases MKs (MAPK-activated protein kinases) et de plusieurs
facteurs de transcription comme Elk-13*’. Enfin, la voie des MAP kinases active plusieurs protéines
ribosomales comme p90, régulant ainsi la phosphorylation de rpS6 (protéine ribosomale S6) et

I'initiation de la synthése protéique indépendamment de MTOR%,
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Stimulus mécanique

Membrane plasmique

Figure 43 : Activation de MTORCI par la voie des MAPK indépendante de 'axe PI3K/Akt

c. Autres voies de régulation

D’autres signaux cellulaires permettent d’initier la synthese protéique, comme |'acide phosphatidique
(PA) dont I'accumulation permet I'activation indirecte de MTORC1%%2, La voie du diacylglycérol (DAG)
et des DAG kinases semble impliquée dans la biosynthése du PA en réponse a un stimulus mécanique
mais les données relatives a cette signalisation cellulaire restent limitées*®2. La voie des B2 agonistes
permet aussi I'augmentation de la synthése protéique médiée par la voie des adénylate cyclases. La
stimulation de cette voie conduit a I'activation de la protéine PKA capable d’induire la traduction
protéique®*. En outre, 'administration de B2 agonistes conduit a une hypertrophie du muscle strié
squelettique qui est associée a une élévation des niveaux de phosphorylation des sous-effecteurs de
MTORC1 tels que 4EBP1 (4EBinding Protein-1) et S6K1 (70 kDa ribosomal S6 Kinase 1), suggérant que

la croissance musculaire induite par les B2 agonistes est aussi liée 8 MTORC1%.

1.2.Initiation de la synthese protéique

L’étape de traduction constitue la synthése protéique a proprement parler, ol le code génétique
permet I'assemblage d’acides aminés en protéines fonctionnelles. Apres son activation, MTORC1 va
induire la phosphorylation des deux effecteurs clés 4EBP1 et S6K1 et ainsi promouvoir l'initiation de la
synthése protéique®® (Figure 44). La phosphorylation par MTORC1 de 4EBP1 entraine sa dissociation

de elF4E (eukaryotic Initiation Factor 4 subunit E) qui s’associe alors a elF4G (eukaryotic Initiation
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Factor 4 subunit G) pour promouvoir l'initiation de la traduction protéique®®?. D’un autre coté, la
phosphorylation de S6K1 par MTORC1 est complétée par une deuxieme phosphorylation assurée par

PDK1 qui permet son activation compléte®®?,

Pour la majorité des ARNm cellulaires, la traduction commence par I'attachement de la petite sous-

140 ’initiation de la

unité ribosomale (40S) sur la coiffe méthylée au niveau de la position 5’ de ’ARNm
traduction commence par le recrutement de I’ARN de transfert (ARNt) initiateur-méthionine (Met-
ARNti) et d’'une molécule de GTP (guanosine triphosphate) par le facteur d’initiation elF2. Leur
association forme ainsi un complexe ternaire elF2-GTP-Met-ARNti'*°. Ce complexe va alors interagir
avec les facteurs d’initiation de la traduction elF5 et elF3, préalablement fixés a la sous-unité 40S, pour
former le complexe 435, Le complexe 43S se fixe alors a ’ARNm pour constituer le complexe de pré-

initiation PIC 48S. Lors de cette étape, elF4F (eukaryotic Initiation Factor 4 subunit F) joue le réle

d’adaptateur entre la coiffe et la petite sous-unité 4054°,

mbrane plasmique

Figure 44 : Activation des substrats de MTORCI et réle central de S6K1 dans la traduction protéique

S6K1 joue un réle majeur dans l'initiation de la traduction protéique dépendante de la voie MTORC1
en ciblant a la fois la protéine ribosomale S6 (rpS6), le facteur d’initiation elF4B (eukaryotic Initiation
Factor 4 subunit B) et eEF2k (eukaryotic Elongation Factor 2 Kinase)*®2. rpS6 est une des protéines de
la sous-unité ribosomale 40S, favorisant la traduction de protéines ribosomales et de facteurs
d’initiation de la traduction comme les elFs (eukaryotic Initiation Factors)*®?. elF4B participe a
I’'assemblage du complexe de pré-initiation (PIC) 48S, et eEF2k inhibe eEF2 (eukaryotic Elongation

Factor 2) pour promouvoir la traduction des ARNm dans les ribosomes*®2,
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Le complexe de pré-initiation 48S parcourt ensuite ’ARNm de 5’en 3’, jusqu’a la séquence d’initiation
AUG appelée « codon start » qui est reconnue par un mécanisme de balayage!°. La reconnaissance de
cette séquence permet le recrutement de la grande sous-unité ribosomique 60S créant le ribosome
80S assurant I"élongation de la traduction et la synthése des peptides!®. Le ribosome va alors lire
I'information portée par I'ARNm sous forme de triplets de nucléotides, les codons, qu'il traduit en
acides aminés assemblés pour former la protéine, selon l'ordre donné par les codons portés par
I'ARNm. Outre les ribosomes qui assurent le décodage de I'ARNm et I'assemblage des peptides, la
traduction nécessite des acides aminés apportés par des ARNt, des facteurs de traduction qui assistent
les différentes étapes du processus et de I'énergie sous forme de GTP. Les phases d’élongation et de
terminaison font suite a la phase d’initiation de la traduction protéique dont il est question dans ce

travail de these.

1.3.Biogenese des ribosomes

La croissance musculaire et I’hypertrophie du muscle chez I’adulte sont dépendantes de 'activité de la
synthése protéique. Se déroulant dans les ribosomes, ces organites cellulaires possedent un réle
capital dans I'activité traductionnelle. Les ribosomes sont des complexes ribonucléoprotéiques et leur
synthése débute par la transcription de I’ARN ribosomal assurée par une enzyme, la RNA polymérase
| (Pol 1) qui permet la formation d’un pré-ARN 47S qui sera par la suite clivé en plusieurs transcrits?®2,
Pol | régule ainsi des les premiéres étapes la biogenese des ribosomes, avec TIF-1A, TIF-1B

(Transcription Initiation Factor 1A et 1B) et UBF (Upstream Binding Factor) formant un complexe de

pré-initiation (Figure 45)%°2,

MTORC1 posséde des fonctions régulatrices importantes dans le cytosol, mais sa translocation
nucléaire lui permet d’assurer, comme S6K1, des fonctions dans le noyau de la cellule. MTORC1 est un
régulateur majeur de la biogenése des ribosomes qui intervient a différentes étapes, en commencant
par I'activation de TIF-1A permettant la synthése de I’ARN pré-ribosomal médiée par Pol I*°2, Ensuite,
la RNA polymérase IIl (Pol lll), répresseur de la synthese des ARN de transfert, est indirectement
inhibée par MTORC1 par I'intermédiaire de la phosphorylation de MAF1%%2, Cette levée d’inhibition par
MTORC1 permet ainsi la synthése des ARNt*%2,

MTORC1 régule aussi I'expression de l'oncoprotéine c-Myc, impliquée dans la transcription de

145329 c-Myc régule par ailleurs la

nombreux génes requis pour initier la traduction des ARNm
transcription d’UBF, de TIF-1A, de TIF-1B, et de plusieurs RNA polymérases dont Pol 1*°2, Enfin, mTOR
interagit avec LARP1 (LA-Related Protein 1) impliquée dans la traduction des TOP ARNm (Terminal

Oligopyrimidine) régulant ainsi la production de protéines ribosomales et de facteurs d’initiation et
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d’élongation®®?. Une autre voie de signalisation cellulaire, la voie canonique Wnt/ B-caténine/c-Myc,
implique I'accumulation de la B-caténine non phosphorylée menant a sa translocation nucléaire®.
Dans le noyau, la B-caténine régule I'expression de I'oncoprotéine c-Myc et exerce alors un contréle
sur la biogenése des ribosomes®®. Au vu des nombreux composants intervenant de facon commune
dans ces deux voies, il semble d’ailleurs exister une interaction entre la voie PI3K/Akt/MTORC1 et la

voie Wnt/ B-caténine/c-Myc dans le contréle de la masse musculaire et la genése des ribosomes®.

TOP ARNm |* \
7R i - | Protéines ribosomales ‘

‘ Facteurs d’initiation et d’élongation l

Chaine polypeptidique

Figure 45 : MTORCI stimule la biogenése des ribosomes

Le complexe MTORC1 exerce un réle critique dans I'anabolisme musculaire, en régulant a la fois la
biogenése des ribosomes et l'initiation de la synthese protéique. Une partie des mécanismes régulant
la croissance musculaire et I'hypertrophie ont été décrits dans ce chapitre. Leur connaissance
approfondie est nécessaire a la compréhension des problématiques de santé autour du tissu
musculaire squelettique mais aussi pour établir des approches thérapeutiques efficaces tant chez les

populations malades chroniques que chez les personnes agées.

1.4. Approches thérapeutiques d’activation de la syntheése protéique

Plusieurs facteurs ont un effet anabolisant sur le tissu musculaire, comme les hormones, I'activité
physique et les nutriments. L’anabolisme protéique au sein du muscle dépend aussi de I'état

énergétique de la cellule, de I'age, de la disponibilité en acides aminés, du stress oxydant,...
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L'insuline est une hormone hypoglycémiante au niveau systémique qui posséde une action
anabolisante au niveau du muscle strié squelettique. L’élévation des niveaux circulants apres une
collation est associée a une activation de la synthese protéique chez des sujets jeunes. Cette réponse
tend a s’émousser avec |’age, mais a dose supraphysiologique, la supplémentation en insuline parvient

132 | est ainsi établi que la sensibilité a I'insuline

a activer la synthese protéique chez des sujets agés
diminue avec I'avancée en age et participe au phénomeéne de résistance anabolique du muscle strié
squelettique qui s’installe progressivement chez le sujet vieillissant®. D’autres hormones comme la
ghréline, la testostérone et les agonistes B2 adrénergiques possedent aussi des propriétés
anabolisantes en stimulant la voie de synthése associée 8 MTORC1”’. Plusieurs essais cliniques sur ces

molécules sont en cours mais pourraient générer des effets indésirables sur le développement tumoral

ou encore entrainer une résistance a l'insuline et du diabéte””.

Certains composés naturels comme |'acide ursolique et la tomatidine stimulent I’hypertrophie chez

I’'animal en augmentant a la fois I'activation des récepteurs a I'insuline ainsi que I'activité de MTORC1
et d’Akt'%. ’augmentation de la synthése protéique est ici associée a une diminution de I’activité des
voies de dégradation protéiquel®. La prise de masse musculaire s’accompagne d’une augmentation
de la force spécifique, indiquant que ces deux principes actifs agissent davantage sur la fonction que
sur la masse musculaire!®, D’autres stratégies impliquant les récepteurs des androgénes comme
I'urolithine B ou I'Enobosarm semblent stimuler I'activation de MTORC1 indépendamment d’Akt tout
en diminuant la dégradation protéique®®?!>3>1, Ces agents non stéroidiens agissant de la méme facon
gue la testostérone sont en cours d’évaluation chez I'animal et un essai clinique sur 'Enobosarm

indique que la supplémentation par voie orale semble améliorer a la fois la masse et la fonction

musculaire chez la personne agée?®®,

Parmi les éléments capables d’augmenter I'anabolisme musculaire, I'exercice physique constitue le
plus puissant modulateur de la synthése protéique, conférant au muscle strié squelettique la capacité
de répondre a 'activité physique en modifiant I’expression de génes ou de protéines pour ajuster son
matériel contractile?. Une seule session d’exercice en résistance permet ainsi I'augmentation du flux
de synthése protéique, particulierement chez des sujets jeunes®®. Dans cette population,
I’entrainement en résistance a charge faible mais a volume élevé est plus efficace pour stimuler la
synthése protéique qu’un entrainement impliquant une charge élevée pour un volume faible*®2, Chez
la personne agée, un entrainement d’une intensité faible a moyenne apparait suffisant pour induire
des améliorations de la fonction musculaire et de la VOamax, alors qu’une intensité élevée n’améliore
pas les gains de force et pourrait méme induire des altérations mitochondriales®®2. Un volume
d’entrainement modéré permet de meilleurs gains de force et de masse musculaire associés a une

induction plus importante de la biogenése ribosomique?®?. La réponse anabolique tend a diminuer avec
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I’Age ouU I'activation de MTORC1 en réponse a I'exercice en résistance diminue drastiquement®, Ce
phénoméne est attribué a la baisse de la sensibilité de I'organisme agé a la disponibilité en acides
aminés, semblant indiquer I'existence d’un seuil quantitatif d’acides aminés nécessaire pour parvenir

a la méme réponse de protéosynthése lors de I'avancée en age®.

De nombreux processus métaboliques au sein de la cellule musculaire sont sensibles a I'apport
nutritionnel, et le niveau d’acides aminés circulants peut moduler I'activité de synthése protéique. Les
mécanismes sous-jacents de cette réponse anabolique a la disponibilité en nutriments requiérent
I’activation de MTORC1 et de ses substrats mais ne sont pas encore complétement élucidés*®?. La
supplémentation en lysine est ainsi associée a une activation de la synthése protéique dépendante de
MTORC1%2, Parmi les acides aminés, les acides aminés ramifiés (Branched Chain Amino Acids, BCAA)
comme la leucine, lisoleucine ou la valine provoquent aussi l'activation de Ila voie
PI3K/Akt/MTORC1%4%2 par |'intermédiaire des protéines Rag!® (Figure 46). L'ingestion d’ceufs aprés
I’exercice en résistance induit une activation de la synthese protéique impliquant la protéine mTOR,
mais les approches nutritionnelles testées chez 'Homme ne semblent pas maximiser les gains de
masse musculaire sur le long terme ni bénéficier a la réparation des dommages musculaires et peuvent

méme étre a l'origine de perturbations métaboliques néfastes®*128402,

Insuline, IGF-I Lysine, BCAA
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Figure 46 : Activation de la synthése protéique par une approche nutritionnelle

La compréhension de ces mécanismes pourrait permettre le développement d’approches
thérapeutiques de la sarcopénie basées sur I'activation de la synthése protéique. Dans le cadre sportif,

I'usage de ce type d’agents pourrait aussi servir la performance sportive et étre finalement détourné
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vers du dopage. Dans un contexte thérapeutique, 'activation de la synthése protéique pourrait aussi
générer des effets secondaires sur la croissance tumorale. La balance protéique musculaire dépendant
aussi de la dégradation protéique, les mécanismes cellulaires et moléculaires qui ménent a I'atrophie
musculaire doivent étre caractérisés. La meilleure compréhension des mécanismes de synthéese et de
dégradation et de leurs régulations mutuelles permettrait le développement d’approches

thérapeutiques de la sarcopénie harmonieuses, préventives et dépourvues d’effets secondaires.

2. Atrophie musculaire

Si les hormones, I'activité physique et la nutrition peuvent stimuler I'anabolisme protéique, d’autres
facteurs environnementaux entrainent I'augmentation du catabolisme du tissu musculaire et la
répression des voies de synthése. Parmi ces stimuli, on retrouve l'inactivité, I'inflammation, mais aussi
le jeline et la dénervation®. L’augmentation de la dégradation protéique engendre I'atrophie
musculaire observée dans le cadre de I'immobilisation, la malnutrition, les maladies chroniques,...
L’atrophie se traduit alors par la réduction de la taille et du poids des myofibres et par la diminution
du contenu protéique musculaire associées a une inhibition des voies de synthése3®®. Plusieurs
mécanismes interviennent dans le catabolisme musculaire, le systeme ubiquitine-protéasome et

I’autophagie assurant la majeure partie de la protéolyse**.

2.1.Systeme ubiquitine-protéasome

Le systéme ubiquitine-protéasome régule le taux de protéines de la cellule et élimine les protéines
anormales ou endommagées. Agissant comme un recycleur du muscle strié squelettique, ce systeme
fait appel au marquage des protéines cibles et a leur dégradation en peptides puis en acides aminés
qui seront réutilisés par la machinerie cellulaire. On distingue alors deux grandes étapes énergivores
qui nécessitent chacune I’hydrolyse de I’ATP : la conjugaison covalente d’au moins une molécule

d’ubiquitine (Ub) a la protéine cible et son transport vers le protéasome 2654,
a. Ubiquitination

L'ubiquitine est une petite protéine de 76 acides aminés présente chez toutes les cellules
eucaryotes?®. Généralement, elle est exprimée sous forme de précurseurs protéiques, soit en
fusionnant avec une autre protéine, le plus souvent ribosomale, soit en un enchainement de plusieurs
molécules d’ubiquitine qui fusionnent les unes aux autres?*. Pour étre mobilisable, I'ubiquitine doit

donc d’abord étre clivée grace a une enzyme de déubiquitination ou DUB (DeUBiquitinating
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enzymes)?, La fusion entre molécules d’ubiquitine et protéines ribosomales semble d’ailleurs jouer

un réle dans la biogenése des ribosomes décrite précédemment??2,

Pour étre conjuguée a ses substrats, I"'ubiquitine nécessite une cascade de réactions impliquant 3
enzymes différentes et respectivement dénommées E1, E2 et E3?°. L’enzyme d’activation de
I'ubiquitine, ou E1, active I'ubiquitine grace a I'hydrolyse de 'ATP*°, La libération d’énergie permet la
formation d’une liaison thiol-ester de haute énergie entre la glycine C-terminale de I'ubiquitine et le
groupement thiol d’une cystéine située sur I'E1%. L'ubiquitine activée est alors transférée sur
I’enzyme de conjugaison de 'ubiquitine, ou E2, au niveau du groupement thiol de sa cystéine active?®°.
Enfin, 'ubiquitine-ligase, ou E3, permet le transfert de I'ubiquitine de I'E2 vers le substrat en formant

une liaison amide entre la glycine C-terminale de 'ubiquitine et une lysine du substrat?*®,

Les protéines peuvent étre marquées par I'addition en série de plusieurs molécules d’ubiquitine?**.
Dans ce cas, on parlera de polyubiquitination, impliquant I'ajout d’ubiquitine sur la premiere molécule
liée a son substrat. L’élongation de la chaine d’ubiquitine se fait par formations successives de liaisons
isopeptidiques entre la glycine C-terminale de la nouvelle molécule et la lysine K48 de I'ubiquitine déja
conjuguée?*2% Dans cette cascade de réactions enzymatiques, 'ubiquitine-ligase E3 est un facteur
clé dans l'identification et le marquage des protéines qui seront adressées au protéasome pour y étre
dégradées. Le marquage par polyubiquitination est un processus dynamique et réversible par I'action
des DUB, pouvant non seulement séparer I'ubiquitine de son substrat mais aussi cliver les chaines de

molécules d’ubiquitine?®°,

Chez 'Homme, il existe plus de 650 ubiquitine-ligases qui sont impliquées dans la régulation des
processus cellulaires?®®. Dans le muscle strié squelettique, deux principales ubiquitine-ligases
spécifiques ont été mises en évidence : MuRF1 (Muscle Ring Finger protein 1, anciennement TRIM63)
et MAFbx (Muscle Atrophy F box ou Atrogine 1)*°. A la différence de MAFbx, MuRF1 ne contient pas
de domaine catalytique et sert uniquement d’échafaudage amenant I'’enzyme E2 a son substrat?®,

3437135 ot les souris

Lorsque le muscle s’atrophie, on note une surexpression de ces deux enzymes
déficientes pour I'un des deux genes ne présentent pas d’atrophie musculaire lorsqu’elles sont
soumises a dénervation®®. In vivo, 'inhibition par shRNA (short hairpin RNA) de MAFbx induit une
résistance a la perte musculaire des souris’®. Les mécanismes sous-jacents associés a MuRF1 et 3
MAFbx sont en cours d’étude et les cibles d’ubiquitination des deux E3 ligases identifiées jusqu’alors

sont peu nombreuses®.
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b. Dégradation par le protéasome

Le protéasome se situe au niveau du cytoplasme de la cellule et s’accumule dans des régions
particuliéres. On trouve des agrégats de protéasomes et de leurs substrats autour du centrosome, a
proximité du cytosquelette ou encore liés a la surface externe du réticulum endoplasmique. Leur
localisation peut aussi varier en fonction du type cellulaire, suggérant que la distribution spatiale des

protéasomes pourrait étre liée a des besoins protéolytiques spécifiques?®.

Acides aminés
(©]
Oo 9
(@)

0°0

Figure 47 : Dégradation protéique par le systeme ubiquitine-protéasome

Le protéasome 26S est un important complexe d’environ 2500 kDa formé par un corps catalytique 20S
et un ou deux complexes régulateurs 195°. Le complexe régulateur permet entre autres la
reconnaissance des substrats, leur déubiquitination et le recyclage de I'ubiquitine?*°. C’est en revanche
dans le corps catalytique 20S que les substrats sont dégradés en peptides®® (Figure 47). Une fois dans
le cytosol, ceux-ci sont alors digérés par des peptidases, générant des acides aminés directement

réutilisables pour la synthése de nouvelles protéines ou la production d'énergie®®.

2.2.Autophagie

L'autophagie permet de dégrader et de recycler des protéines endommagées afin de synthétiser les
éléments nécessaires a la survie cellulaire grace aux acides aminés libérés. De nombreux processus
cellulaires font appel a I'lautophagie, comme la réponse immunitaire et I'apoptose. S'il existe plusieurs
types d’autophagie, la macroautophagie est la mieux caractérisée et la seule a dégrader massivement
des macromolécules et des organites®*. L’autophagie est une alternative au systéme ubiquitine-

protéasome qui consiste a dégrader du matériel intracellulaire via les lysosomes?®!. Dans la cellule
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eucaryote, c’est le seul systéme capable de détruire les agrégats de protéines®. A la différence du
systeme ubiquitine-protéasome nécessitant |'ubiquitination des protéines avant de les dégrader,

I’autophagie agit de maniére non-sélective?®,

Plusieurs étapes sont nécessaires a la dégradation du matériel cytoplasmique qui doit d’abord étre
séquestré par la formation d’une vacuole initiale appelée phagophore (Figure 48). Les phagophores
entourent une partie délimitée du cytoplasme avec tous les éléments qu’il contient avant de se
refermer. Lorsqu’une seconde membrane se forme, les phagophores sont alors appelés
autophagosomes. Les autophagosomes nécessitent une maturation en vacuole de dégradation avant
de fusionner avec le lysosome. La fusion permet le partage d’enzymes hydrolytiques contenues dans

les lysosomes qui digerent tous les constituants du cytoplasme séquestrés.

Q Autophagosome Q

Figure 48 : Dégradation de constituants cellulaires par macroautophagie

En permettant le renouvellement de certains constituants cellulaires, I'autophagie participe au
maintien de I'homéostasie musculaire. Le maintien du flux autophagique permet en effet d’assurer un
contrdle qualité des protéines a longue durée de vie et des agrégats protéiques contenus dans la
cellule. Le renouvellement des organites comme les mitochondries (mitophagie) permet d’éviter la
production de ROS et de radicaux libres par des mitochondries endommagées et d’assurer la survie de
la cellule?®. La voie de I'autophagie est ainsi stimulée par un stress cellulaire et agit comme un systéme

protecteur en condition pro-atrophique.

Le flux autophagique est sous le contréle de mTOR qui est activée par les acides aminés recyclés lors
de la dégradation des protéines. De nombreux genes gouvernent également I'autophagie, désignés

par le méme sigle, Atg?®°. Les protéines codées par les Atg permettent le bon déroulement de
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I’autophagie et la régulation adaptée de son activité?°, Parmi ces protéines, la kinase Atgl, cible de
mTOR, inhibe la formation des autophagosomes®°. La protéine Atgbh, appelée Beclinl chez les
mammiféres, forme un complexe avec la kinase PI3K et recrute différents partenaires anti-
apoptotiques tels que Bcl-2 qui inhibe la formation de I'autophagosome®®. Enfin, Atg3 et Atg7
catalysent la fixation de la phosphatidyléthanolamine (PE) sur Atg8 (nommée LC3 chez les
mammiféres) par un mécanisme s’apparentant a I'ubiquitination. Le composé Atg8-PE est associé a la

membrane interne de I'autophagosome et constitue un marqueur spécifique de cet organite?®,

2.3.Voies cellulaires régulant I'atrophie

L’activation du systéme ubiquitine-protéasome et de I'autophagie nécessite I'expression de facteurs
régulés par des voies signalétiques cellulaires spécifiques qui ménent a I'augmentation du catabolisme
musculaire. Ces mécanismes de signalisation impliquent des génes, appelés atrogenes, capables
d’influencer non seulement l'activité des voies de dégradation mais aussi celle de la synthése des

protéines.

a. Voie Akt/FoxO

Plusieurs conditions environnementales ont un effet pro-atrophique, comme [linactivité, la
dénutrition, le stress oxydant, I'inflammation ou encore la décharge mécanique. Ces environnements
conduisent a la production de facteurs transcriptionnels régulant I'expression des ubiquitine ligases
comme MuRF1 et MAFbx. Parmi eux, on retrouve les facteurs de transcription de la famille Forkhead

(FoxO) présents sous trois isoformes : FoxO1, Fox03 et Fox0444382,

Comme nous l'avons vu précédemment, Akt est un élément majeur dans le controle de la synthese
protéique dépendante de MTORCI1. Lorsque l'axe PI3K/Akt/MTORC1 est activé, Akt bloque les
expressions de MAFbx et MuRF1 ainsi que d’autres atrogenes par l'intermédiaire des facteurs de
transcription FoxO%? (Figure 49). Akt phosphoryle les facteurs FoxO grace a la liaison de la protéine
chaperonne 14-3-3 et permet leur export du noyau vers le cytoplasme ou ils seront séquestrés®>° A
I'inverse, en I'absence d’activation de I’axe Akt/MTORC1, Akt est inactive et les facteurs FoxO localisés
dans le noyau sont en mesure d’activer la transcription des atrogénes MAFbx et MuRF1'. Ainsi, la

voie Akt/FoxO participe activement a la régulation de I’atrophie musculaire®®2,

Le stress oxydant peut aussi favoriser I'expression de MAFbx et MuRF1 via la nNOS (neuronal Nitric
Oxide Synthase). La signalisation de la nNOS aprés un stress oxydant semble protéger FoxO3 contre
son export du noyau et donc de sa phosphorylation par Akt, permettant la transcription de MAFbx et

MuRF1362417  D’autres études ont par ailleurs montré que de hauts niveaux de ROS liés au stress
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oxydant inhibent I'action de l'insuline et de ce fait contribuent au développement d’une résistance
anabolique?. Les espéces réactives de I'oxygéne favorisent I'expression de protéines intervenant dans

la dégradation protéique assurée par le systéme ubiquitine-protéasome et I'autophagie?®.

Stress oxydant

Insuline, IGF- Stress énergétique

@ °0

Figure 49 : Activation des facteurs de transcription FoxO dans la dégradation protéique

L’expression des protéines FoxOs est suffisante pour promouvoir 'activation des voies de dégradation
liées au protéasome et a I'autophagie et induire 'atrophie dans le muscle squelettique in vivo3®2. FoxO
peut aussi réduire I'activité de synthese en activant indirectement TSC2, permettant de stimuler son
effet inhibiteur sur MTORC1%>. A I'inverse, I'inhibition des FoxOs par shRNA bloque I'expression de
MAFbx lors de I'atrophie®”®. L’homéostasie du muscle strié squelettique n’est donc pas limitée a Akt
mais implique aussi les facteurs FoxO, et particulierement FoxO1l et Fox03%3%8, Les facteurs de
transcription FoxOs sont donc essentiels pour le controle de la balance protéique musculaire et

assurent avec la voie Akt/MTORC1 I'équilibre optimal entre synthése et dégradation protéique.
b. Voie AMPK/FoxO

Dans le muscle strié squelettique, la voie AMPK (protéine kinase AMP dépendante) peut induire
I'activation de FoxOl et FoxO3 indépendamment d’Akt3°. Cette enzyme clé du métabolisme

musculaire agit comme un senseur de I'état énergétique de la cellule et permet de maintenir une
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quantité élevée d’ATP disponible!®®. En cas de carence énergétique, la concentration intracellulaire
ATP diminue et celle en AMP (adénosine monophosphate) augmente, induisant I'activation de
AMPK®® qui va alors phosphoryler FoxO3 sur différents sites*®’(Figure 49). Lors d’un stress
énergétique, I'activation de FoxO3 induite par AMPK est alors associée a une élévation de I'expression
de MAFbx et MuRF1%7, || est & noter que AMPK inhibe également MTORC1 en phosphorylant RAPTOR,

entrainant sa rétention par la protéine chaperonne 14-3-33%,

Chez 'Homme, le systéme autophagique-lysosomal est également associé a I'atrophie musculaire et
implique I'activation de FoxO1 et FoxO3 suite a l'inhibition d’Akt3®. ’activation et la stabilisation de
FoxO3 par AMPK conduit a 'augmentation des marqueurs de I'autophagie comme Ulk1, Beclin, LC3-II
et GabarapL13¢737°, |"activité de FoxO permet de réguler a la fois le systéme ubiquitine protéasome
grace a la transcription de MAFbx et MuRF1 et |le systeme autophagique-lysosomal via différents génes
impliqués dans I'autophagie, dont UIk3¢737°, Leurs activités sont régulées non seulement par les stimuli

anabolisants mais également par le stress énergétique et le stress oxydant.

Chez les athletes entrainés en résistance, la pratique d’exercice en endurance peut induire I'activation
de la voie AMPK conduisant a I'inhibition de MTORC1%2, La stimulation de AMPK induite par les
exercices en aérobie intenses pourrait étre de nature a freiner la voie canonique de synthese des
protéines Akt/mTOR stimulée par I'exercice en résistance. Cependant, I'implication de la voie AMPK
dans le phénomene d’interférence reste controversée. Si la stimulation pharmacologique de la voie
AMPK parvient a diminuer I'activation de MTORCL1 induite par I'exercice en résistance chez le modeéle
animal, cette stimulation chez ’'Homme n’a qu’un impact minime sur 'activité de MTORC1'”. Les
mécanismes cellulaires et moléculaires qui sous-tendent I'effet d’interférence chez I’'Homme sont donc
encore méconnus, et I'inhibition de MTORC1 par la voie AMPK ne semble pas étre le seul mécanisme

impliqué®”’.

Un autre mécanisme, impliquant p53, pourrait étre a I'origine de I'effet d’interférence®’. L’expression
de p53 est induite par I'exercice en endurance, mais aussi par I’age et le stress oxydant, et agit a la fois
sur MTORCI1 et sur la biogenése des ribosomes®®’. L’expression de p53 régule positivement la sestrine,
dont 'action inhibe le recrutement de mTOR a son activateur, la protéine Rheb®’. l’augmentation de
p53 pourrait donc indirectement conduire a 'inhibition de MTORC1 par le biais de cette protéine3®’.
Par ailleurs, I'expression de p53 conduit a la déstabilisation de linteraction des facteurs de
transcription essentiels a la biogenése des ribosomes comme UBF, diminuant I'activité de Pol | et
limitant la production de I’ARN pré-ribosomique 455°¥’. De fagcon cohérente, I'induction de p53 dépend
de I'amplitude du stress métabolique de la cellule musculaire et son expression majorée pourrait

correspondre a un effet d’interférence prononcé®¥’.
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c. Voie associée a la myostatine

La myostatine est une protéine de la famille des TGFB (Transforming Growth Factor B) synthétisée par
le muscle. Agissant comme un régulateur négatif de la croissance musculaire, plusieurs mutations de
la myostatine provoquent une hypertrophie musculaire et une hyperplasie des fibres’’. De la méme
facon, la follistatine peut aussi mener a une hypertrophie des muscles, parfois plus importante que la
seule déficience en myostatine”’. La follistatine interagit avec d’autres membres de la famille des TGFB,
comme l'activine A, agissant aussi comme un régulateur négatif de la masse musculaire’”’. La
signalisation cellulaire associée a la myostatine et a I'activine A impliquent une inhibition de la voie
PI3K/Akt/MTORC1 menant a la réduction du flux de synthése protéique et de la taille des fibres3’382,
Sur des cellules musculaires mises en culture, I'ajout de myostatine provoque la surexpression de
MAFbx et MuRF1, sous le contrdle du facteur de transcription FoxO1. Le traitement par la myostatine
inhibe la phosphorylation de FoxO1 par Akt, permettant I'expression des E3 ligases. Inversement,
I’expression de la myostatine peut étre régulée par FoxO1, indiquant qu’il n’existe pas seulement une
simple interaction, mais plutdt une synergie entre la voie Akt/FoxO et la voie associée 3 la myostatine®’.
Les membres de la famille des TGFB comme la myostatine sont capables d’activer les MAPKs, parmi
lesquelles p38 et ERK1/232. |l est également important de noter que la protéine ERK1/2 régule

I'expression de la myostatine par l'intermédiaire de MEF-23,
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Figure 50 : Principales voies de signalisation cellulaire menant a l'atrophie musculaire
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L’atrophie musculaire est ainsi le résultat d’'une augmentation de l'activité de nombreuses voies
cataboliques dont les principales ont été présentées (Figure 50). D’autres voies de signalisation
cellulaires participent a la régulation de la dégradation protéique, comme la signalisation NFkB
(Nuclear factor Kappa B) associée a "apoptose?’®. Cette voie de la mort cellulaire programmée est
impliqguée dans de nombreux types d’atrophie musculaire. En réponse a linflammation et
particulierement a la cytokine inflammatoire TNFa (Tumor Necrosis Factor-a), NFKB d’ordinaire
séquestré dans le cytoplasme peut effectuer sa translocation nucléaire et permettre la transcription
de génes?®, |’activation de I'apoptose conduit a 'activation de protéases a cystéine, les caspases, qui
ont un role dans I'organisation et le clivage de protéines myofibrillaires comme l'actine dont la

dégradation est ensuite assurée par le protéasome3’3,

L’atrophie associée a la voie NFKB implique une surexpression de MuRF1 mais pas de MAFbx>®. Dans
de nombreuses pathologies, les cytokines inflammatoires sont présentes a des taux élevés et
entrainent une résistance a I'insuline mais aussi l'inhibition de I'axe IGF-1/Akt%%, Les glucocorticoides
comme la cortisone, anti-inflammatoires couramment prescrits, ont aussi un effet activateur de la
dégradation protéique en entrainant I'inhibition de MTORC1%%, mais aussi I'induction de MAFbx, de

70380 D’autres systémes participent a la régulation de la dégradation

MuRF1 ou encore de la myostatine
protéique, comme les calpaines, dont I'action protéolytique est dirigée contre certaines protéines du

sarcomeére et du cytosquelette®®?,

2.4. Approches thérapeutiques d’inhibition de la dégradation protéique

L’ensemble des résultats obtenus jusqu’alors montrent que de nombreux mécanismes sont impliqués
dans I'activation de la dégradation protéique menant a I’'atrophie musculaire. Par ailleurs, ces données
indiquent que ces voies de signalisation cellulaire peuvent interagir entre elles mais sont aussi
interconnectées avec les processus de synthése protéique. Grace a I'amélioration des connaissances
sur ces mécanismes, plusieurs approches thérapeutiques ont pu voir le jour pour tenter d’inhiber la

dégradation protéique.

L'inhibition du protéasome, avec par exemple le MG132, empéche I'activation de NFkB in vitro*®®. Le
traitement permet de conserver la masse musculaire en diminuant I'expression de MAFbx et MuRF1
in vivo®>. Un autre inhibiteur, le Velcade, cible directement le complexe du protéasome sans modifier
I'ubiquitination des protéines?'®. En revanche, les stratégies basées sur l'inhibition de |'autophagie ne
protége pas de |'atrophie du muscle induite par le je(ine et la dénervation, mais au contraire, contribue
largement a sa dégénérescence®*. L’action négative des glucocorticoides sur I'activité de synthése

protéique peut étre atténuée par l'ablation des glandes surrénales sécrétrices de cortisol et de
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cortisone mais aussi par des molécules antagonistes de leurs récepteurs comme le RU486. Ces

380

traitements atténuent |'atrophie dans la plupart des maladies mais leurs effets restent

controversés’’.

Les travaux sur la signalisation NFkB ont montré que I'expression d’un mutant de ses inhibiteurs, I'lkB,
permettait de réduire I'atrophie provoquée par dénervation'®*. Les souris invalidées pour le géne IKKB,
inactivant naturellement IkB dans la cellule musculaire, sont résistantes a I'atrophie et présentent une
hyperphosphorylation d’Akt*¢. Une autre protéine de la famille du TNFa, TWEAK (TNF-like weak
inducer of apoptosis), impliquée dans I'apoptose, induit I'activation de NFkB et I’expression de MuRF1
sans impacter I'expression de MAFbx lors d’une dénervation?”®. Les souris invalidées pour le géne
codant pour la protéine TWEAK sont résistantes a I'atrophie induite par dénervation et présentent a

la fois une réduction de I'activation de NFkB et de I’expression de MuRF127°,

D’autres recherches se sont intéressées a la signalisation AMPK et ont permis la mise au point d’un
mimétique de [I'exercice connu sous le nom d’AICAR (5-Aminoimidazole-4-carboxamide
ribonucléotide)3?. Utilisé comme activateur de AMPK, I’AICAR simule un stress énergétique au sein de
la cellule musculaire’”. Chez I'animal, 'administration d’AICAR permet de lutter contre I'obésité,
augmente la sensibilité a I'insuline, diminue les taux de cytokines inflammatoires et améliore les
capacités de résistance a la fatigue lors d’un effort d’endurance en augmentant I'activité d’oxydation
des lipides’”. L’AICAR ne semble donc pas modifier la balance protéique musculaire mais plutdt
amplifier le métabolisme oxydatif’’ et a ainsi été utilisé a des fins de dopage. Comme I'EPO, I’AICAR

est désormais sur la liste des produits interdits par I’Agence Mondiale Anti-Dopage.

Le blocage de la myostatine fait aussi partie des stratégies thérapeutiques a I'étude pour atténuer
I’atrophie musculaire. Dans des cellules musculaires en culture, 'ajout de myostatine provoque la
surexpression de MAFbx et MuRF1 par inhibition d’Akt’”. Chez I'humain présentant une sarcopénie
associée ou non a une maladie chronique, I'inhibition de la myostatine par injection d’un anticorps
spécifique permet de prévenir le remodelage musculaire voire d’améliorer la fonction musculaire.
Plusieurs essais cliniques sont aussi en cours chez des patients présentant différents types de cancer””.
D’autres membres de la famille des TGF comme le GDF5 (Growth Differentiation Factor 5) font partie
des cibles thérapeutiques potentielles pour diminuer I'activité de dégradation protéique’’. La
surexpression de GDF5 ou de sa signalisation en amont permet de limiter a la fois la perte de masse et
de fonction musculaire chez la souris au cours du vieillissement*?, Certains agents permettant aussi

de bloquer les récepteurs aux TGFB sont a I’étude et montrent des résultats encourageants’”.

Récemment, I'Université de Stanford a mis en évidence I'intérét thérapeutique de 'enzyme 15-PGDH

(15-hydroxy Prostaglandin Dehydrogenase) dégradant la prostaglandine E2 (PGE2)3'°. Son inhibition
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par différentes méthodes chez I'animal dgé empéche I'atrophie musculaire et parvient méme a

315 Cette découverte soulighe aussi

augmenter la masse musculaire, la force et I'endurance
I'importance de la cytokine PGE2 dans le maintien de la masse musculaire a I'age adulte. Les
mécanismes sous-jacents des effets de l'inhibition de la 15-PGDH sont encore a I'étude mais
impliguent une amélioration de la biogenese et de la fonction mitochondriale couplée a une
diminution de la signalisation associée au systeme ubiquitine-protéasome et aux membres de la

famille des TGFB3%°,

D’autres approches thérapeutiques sont encore a I'étude, dont celles basées sur I'lGF-1, un facteur de
croissance synthétisé au niveau local par de nombreux tissus dont le muscle strié squelettique. La
surexpression d’IGF-1 chez I'animal favorise la croissance musculaire et confere une résistance a
I’atrophie®®, L’injection locale d’IGF-1 suffit a bloquer Iatrophie en supprimant I'induction des deux
ubiquitines ligases MAFbx et MuRF1%2, D’autres stratégies pour activer 'axe PI3K/Akt/MTORC1 et
inhiber la voie IGF-1/Akt/FoxO ont été basées sur |'électroporation d’Akt sous sa forme active. Des
souris adultes surexprimant Akt présentent une hypertrophie musculaire et sont protégées contre
I’atrophie induite par dénervation?®. La surexpression d’Akt est donc capable de favoriser

simultanément la croissance musculaire et de bloquer la dégradation protéique?°.

Enfin, les micro-ARNs ou miRNAs, constitués d’une vingtaine de nucléotides, sont capables de réguler
I'expression de certains génes en s’appariant @ des ARNm?%2%”, Les miRNAs sont impliqués dans la
régulation de la masse musculaire et constituent une cible thérapeutique potentielle. L'expression de
miR-21 dans les cellules satellites et les muscles pourrait inhiber la myogenése chez la souris agée et
contribuer au déclin de la régénération musculaire au cours du vieillissement*®. D’autres miRNAs, tels
gue miR-23a, miR-27a, miR-29b, miR-29c, sont impliqués dans la régulation de la masse musculaire
squelettique®®?, Les variations des niveaux de méthylation de différents génes en réponse a I'exercice
suggeérent que les miRNAs, de méme que les modifications épigénétiques et post-traductionnelles,

pourraient avoir un rdle important dans ’homéostasie musculaire®®,

Plusieurs miRNAs présentent des niveaux d’expression anormaux et semblent participer a la
dysfonction musculaire chez le patient hémodialysé en agissant sur différentes voies cellulaires*?,
L’expression de miR-23a, diminuée chez le patient IRC, régule la traduction de MAFbx et MuRF1 tandis
que miR-27, inhibé lors de I'atrophie musculaire et sensible a la disponibilité en acides aminés comme
la leucine, module I'expression de la myostatine**?. D’autres candidats comme miR-29, miR-133, miR-
206 et miR-486 pourraient moduler la balance protéique musculaire chez le patient souffrant d’IRCT

en agissant sur la réponse a l'insuline et la régulation de la myostatine*®. Enfin, il semble exister un

groupe de miRNAs commun a plusieurs pathologies chroniques incluant I'IRCT, le cancer, la BPCO ou
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I'insuffisance cardiaque, toutes associées a une dysfonction musculaire, suggérant que certains
« AtromiRs » pourraient étre spécifiques de I'atrophie musculaire quelle qu’en soit la cause

primaire®31457,

Les découvertes récentes ont approfondi les connaissances sur les mécanismes de l'atrophie
musculaire et ont permis d’identifier plusieurs protéines ayant un rdle crucial dans le remodelage
musculaire, comme MAFbx, MuRF1, les facteurs de transcription FoxOs, le facteur nucléaire NFkB mais
aussi ATF4, Gadd45a, p21, MEKK4, les SMADs, TRIM32 (Tripartate Motif-containing protein 32), PGCla
(Peroxisome proliferator-activated receptor-y Coactivator 1a), SIRT1 (Sirtuinl) et JUNB?7/1%4,
Cependant, les essais thérapeutiques actuels n’ont pas permis de développer de thérapie efficace et
dénuée d’effets secondaires. La fonction sécrétoire du tissu musculaire reste aussi a explorer, et
particulierement sa capacité a libérer des myokines au niveau systémique en réponse a |'exercice3?”44,
Ces myokines étant dérégulées dans de nombreux contextes pro-atrophiques, la restauration de leurs
niveaux physiologiques semble étre une stratégie prometteuse3?’*4’, La recherche d’autres cibles

thérapeutiques permettant de restaurer la balance protéique musculaire dans le cadre du

déconditionnement musculaire et de la sarcopénie doit ainsi étre poursuivie.

3. Role de elF3f dans la balance protéique musculaire

Dans cette optique, les travaux originaux menés au laboratoire DMEM ont permis d’identifier le réle
du facteur d’initiation de la traduction elF3f dans le contréle de la synthése protéique. Appelé aussi
p47, elF3f est une des 13 sous-unités du complexe d’initiation de la traduction elF3 (800 kDa), un
important complexe protéique requis dans plusieurs étapes de l'initiation de la traduction des ARNm
en protéines fonctionnelles!38255371 e|F3 reste & ce jour le plus grand et le plus étudié des facteurs
d’initiation connus®®?%, Le complexe elF3 joue un réle dans différentes étapes de la traduction de
I'ARNm, dont I'assemblage du complexe ternaire elF2-GTP-Met-ARNt ainsi que son intégration dans la

S%02_e|F3 intervient aussi

sous-unité ribosomale 40S pour former le complexe de préinitiation (PIC) 43
dans le recrutement des ARNm jusqu’au PIC 43S et dans leur balayage pour reconnaitre le codon AUG

marquant le début de séquence a traduire®®?,

Le facteur d’initiation de la traduction elF3f (Figure 51) possede un domaine MPN (Mprl/Pad1/N-
terminal) et un motif TOS (TOR signaling)®®. Cette structure permet a elF3f de servir de protéine
échafaudage pour connecter MTORC1 a son effecteur et cible de phosphorylation S6K18371, La forme
inactive de S6K1, non phosphorylée, interagit directement avec elF3f via son domaine Mov34 tandis

gue la liaison avec MTORC1 est effectuée grace au motif TOS comprenant les acides aminés FETML
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(résidus 323-327)%"%. Le domaine Mov34 de elF3f interagit aussi directement avec I'ubiquitine ligase

MAFbx?8,

elF3f

2

91 248 FETML

Mov34
NH2 -‘ MPN TOS }- COOH

Figure 51 : Structure du facteur d'initiation de la traduction elF3f

3.1.Roles de elF3f in vitro

Les données disponibles concernant les fonctions de elF3f, obtenues principalement a partir de
cultures de myoblastes et de cellules satellites, montrent que ce facteur d’initiation de la traduction
est un régulateur primordial de la balance protéique musculaire®®25837 |es résultats obtenus in vitro
au sein de notre laboratoire ont montré que la surexpression de elF3f dans les myotubes permet
d’induire une hypertrophie (Figure 52) associée a une augmentation de la phosphorylation des
substrats de MTORC1 (S6K1 et 4EBP1) et de la synthése protéique®®. A I'inverse, il a aussi été mis en
évidence que l'inhibition de I'expression de elF3f entraine une atrophie des myotubes associée a une
diminution de la synthése protéique®”. Chez les mammiféres, le facteur d'initiation elF3f est ainsi un

régulateur important de I'activité MTORC1 et donc de I'hypertrophie musculaire®®.

A I’état basal, le domaine Mov34 de elF3f interagit avec la forme hypophosphorylée, et donc inactive,
de S6K1372. Lors d'une stimulation de la synthése protéique dépendante de MTORCI, le complexe se
lie 3 elF3f et induit la phosphorylation de S6K1%72, La forme active de S6K1 est alors relarguée et peut
phosphoryler ses substrats®’2. Par ailleurs, elF3f permet le recrutement de elF4G, de la protéine Raptor
et de rpS6, suggérant que ce facteur n’est pas seulement un activateur de la traduction mais est aussi

nécessaire a I'assemblage du complexe de pré-initiation®.
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Figure 52 : Surexpression de elF3f (a droite) et hypertrophie des myotubes par rapport a une situation
controle (a gauche)

Il a récemment été montré que elF3f pouvait aussi exercer un réle dans I'adaptation du muscle en
réponse a |'exercice. En utilisant les techniques d’immunofluorescence, il a été montré que le
complexe MTORC1 et elF3f migraient dans la cellule musculaire au cours d’un exercice®. Au repos,
chez 'Homme, la protéine mTOR est co-localisée avec la protéine lysosomale LAMP2 (lysosomal-
associated membrane protein 2) suggérant qu’en condition basale, mTOR se localise pres des
lysosomes dans le muscle strié squelettique®®. A I'exercice, le complexe formé par mTOR et LAMP2
migre vers la membrane cellulaire a proximité des vaisseaux capillaires*®. Le recrutement de MTORC1
a la membrane du lysosome avait précédemment été démontré. Cette localisation apparait essentielle
a l'activité de la kinase mTOR, et ce principalement parce que son activateur, la protéine Rheb, est

associée a la membrane lysosomale?02404,

L'interaction entre MTORC1 et elF3f au niveau de la membrane cellulaire est augmentée aprés
I'exercice et cette augmentation est exacerbée lorsque I'exercice est couplé a un apport
nutritionnel*®?. L’augmentation de l'interaction entre MTORC1 et elF3f est alors associée a une
élévation de I'activité de S6K1 et du flux de synthése protéique apres la pratique d’exercice couplée a
une supplémentation en acides aminés®®>%%4, La translocation de MTORC1 vers les lysosomes est
médiée par le complexe Ragulator-Rag et joue un réle pivot dans I'activation de la synthése protéique
dépendante de MTORC1 en réponse a la disponibilité en acides aminés®®. En accord avec ces
observations, la présence du complexe inhibiteur TSC2 au niveau de la membrane cellulaire apparait
comme réduite aprés I'exercice de facon concomitante a la dissociation avec la protéine Rheb*®, La
migration de MTORC1 et son interaction avec elF3f constituent ainsi des facteurs déterminant I'activité

de la synthése protéique.

Il apparait aussi que le facteur d’initiation de la traduction elF3f présente des fonctions ambivalentes
en fonction du type cellulaire. Dans les cellules cancéreuses, elF3f inhibe la croissance cellulaire, d’une

part en régulant négativement la traduction protéique, et d’autre part en augmentant la dégradation
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8444 o|F3f peut ainsi s’associer directement avec la protéine hnRNP

des ARN ribosomiques
(heterogeneous nuclear ribonucleoprotein) requise pour stabiliser les ARN ribosomiques (ARNr)**4,
L'interaction entre elF3f et hnRNP provoque la dissociation de la liaison établie entre les rRNA et

444 ’expression de elF3f peut aussi diminuer la

hnRNP menant a la dégradation des ARN ribosomiques
croissance tumorale en interagissant avec la clusterine, une glycoprotéine sécrétrice, en inhibant ses

propriétés anti-apoptotiques?.

L'expression de elF3f diminue dans des conditions pro-atrophiques comme le traitement aux
glucocorticoides, la mise a jeun ou le stress oxydant*2, En condition pro-atrophique, le domaine
Mov34 interagit avec lubiquitine ligase MAFbx?!, Cette association rend elF3f cible de
polyubiquitination, provoquant sa dégradation par le protéasome 26S%’. Dans un modéle d'atrophie
induite, la dégradation de elF3f supprime l'activation de S6K1 par mTOR®® alors que l'inhibition de

MAFbx ou du protéasome 26S limite cette diminution?8,

La baisse du niveau d’expression de elF3f entraine I'atrophie des myotubes qui est associée a une
diminution de la phosphorylation des substrats de MTORC1%. Il apparait que six résidus lysines situés
a l'extrémité C-terminale de elF3f sont nécessaires a la polyubiquitination induite par MAFbx®’. La
mutation de ces résidus en arginine augmente la stabilité de elF3f et I’expression de ce mutant (elF3f-
K5-10R) permet d'atténuer I'atrophie des myotubes en maintenant les niveaux de phosphorylation de
S6K1 et rpS6°%. Enfin, la surexpression de elF3f-K5-10R induit une augmentation de la synthése

protéique et une hypertrophie des myotubes en conditions normales®®#’,

s ez s

Activité physique, nutriments

HYPERTROPHIE ATROPHIE

Figure 53 : Réle de elF3f dans la balance protéique musculaire
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Au sein de l‘antagonisme entre hypertrophie et atrophie musculaire, le facteur d’initiation de la
traduction elF3f exerce ainsi un réle pivot (Figure 53) : il est a la fois activateur de la synthése protéique
en régulant 'activité du complexe MTORC1, et substrat des voies de dégradation liées au systeme

258371 Au niveau moléculaire, elF3f posséde un réle fondamental dans la

ubiquitine-protéasome
régulation de la masse musculaire au travers du contrdle de la voie signalétique associée a MTORC1

d’une part, et de sa propriété de substrat de I'ubiquitine ligase MAFbx d’autre part?>%371,

Les résultats obtenus in vitro au laboratoire nécessitent d’étre confirmés in vivo, afin de mieux
caractériser le réle de la protéine elF3f dans la régulation de I’équilibre entre synthese et dégradation
protéique dans différentes conditions physiologiques et physiopathologiques. Pour ce faire, deux
modeles exclusifs ont été développés au laboratoire et constituent des outils d’étude
incontournables : des souris hétérozygotes KO pour le géne elF3f (elF3f +/-), et des souris double

transgéniques exprimant la forme mutante (elF3f K5-10R) de ce méme géne (elF3f Tg/Tg).

3.2.Modele de souris invalidées

L’obtention des cellules souches embryonnaires a été réalisée par la société VelociGene en remplagant
la séquence codante de elF3f par une séquence lacZ codant pour la B-galactosidase. La recombinaison
homologue entre le gene elF3f et la cassette d’expression lacZ a permis la production de cellules

souches embryonnaires (ES) portant cette mutation.

a. Obtention des chiméres

Les cellules ES invalidées pour le gene elF3f ont été créées sur un fond génétique de souris C57BI6. Au
laboratoire, ces cellules ont été injectées dans des blastocystes de souris de fond génétique BalbC/N.
Les embryons ont ensuite été implantés chez des souris pseudo-gestantes de fond B6CBAF1/J. Les
chiméres nées constituaient la premiere génération d’animaux (GO) et leur différence de couleur a

permis de sélectionner ceux ayant intégré la mutation.

b. Génération d’animaux Knock-Out

Les chiméres portant I'invalidation du géne elF3f ont ensuite été croisées avec des souris sauvages de
deux fonds génétiques différents. Les souris nées de ces accouplements sur fond C57Bl6/J et BalbC/N
constituaient la deuxiéeme génération d’animaux (G1). Issues d’un croisement avec des individus
sauvages, les souris de la G1 étaient toutes hétérozygotes pour la mutation. Le génotypage des
animaux permettait de confirmer la présence de la séquence lacZ. Ces souris hétérozygotes Knock-Out

(KO) portaient a la fois un allele elF3f sauvage et I'allele modifié. Le croisement des individus
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hétérozygotes KO entre eux a été réalisé pour tenter d’obtenir des souris totalement invalidées pour

le gene elF3f, ou souris homozygotes KO (Figure 54).

Souris hétérozygote Souris hétérozygote
(+/-) (+/-)
w *elﬁ’if x elF3f
lacZ lacz
Gametes + -
Souris sauvage Souris hétérozygote
B (+/+) elrat (/)
elF3f lacZ
Souris hétérozygote Souris knockout
_ elF3f (+/') ('/')
lacZ lacZ

Figure 54 : Génération de souris invalidées pour le géne elF3f

3.3.Modele de souris transgéniques

La forme mutante de elF3f, elF3f K5-10R, présente une mutation de six résidus lysine en position C-
terminale empéchant l'ubiquitination par MAFbx. Un transgéne de elF3f portant trois tags HA
(hémagglutinine) et placé sous le contréle du promoteur HSA (a-Human Skeletal Actin) a été utilisé

pour la création du plasmide codant pour le transgene HA-elF3f K5-10R.

a. Obtention des individus fondateurs

Des souris femelles de fond génétique C57Black6/) ont d’abord été soumises a un traitement hormonal
provoquant une superovulation. Ces souris ont ensuite été accouplées avec des individus males de
méme fond génétique. Le lendemain, les embryons au stade une cellule ont été prélevés et
sélectionnés. L’ADN transgénique a été inséré sous forme linéaire par micro-injection dans le
pronucléus male avant d’injecter les ceufs dans l'oviducte de femelles pseudo-gestantes. Cette
opération de transgénese classique a été réalisée au sein de la plateforme du laboratoire. Le
génotypage des souris naissantes a permis de sélectionner les individus fondateurs (FO) ayant intégré

le transgeéne de 6,4 kb (Figure 55) de fagon aléatoire dans leur génome.
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3HA-elF3f K5-10R-HSA

globine

Figure 55 : Cartographie du transgene de elF3f

b. Obtention d’individus double transgéniques

Les souris transgéniques ont été développées sur un fond C57BI6/). Les individus fondateurs
exprimaient a la fois la forme sauvage de elF3f codée par les deux alleles du géne original et la forme
mutante codée par les insertions aléatoires du transgene. La protéine exogéne pouvait ainsi étre
différenciée de la forme native grace au repérage du tag HA par un anticorps spécifique. La présence
du promoteur HSA permet de limiter I'expression du transgéne uniquement au tissu musculaire strié
squelettique. Les individus simple transgéniques (Tg/+) ont ensuite été croisés entre eux, permettant
de générer des individus double transgéniques (Tg/Tg) et de stabiliser les niveaux d’expression

protéique de la forme mutée de elF3f dans les muscles des souris (Figure 56).

Souris sauvage Souris double transgénique
(+/+) (Tg/Tg)
elF3f elF3f HA-elF3f K5-10R
Muscle strié squelettique @ @ @:)
Muscle cardiaque elF3f elF3f
Autres tissus @ C;_D

Figure 56 : Expression de elF3f et de sa forme mutante elF3f K5-10R chez les souris sauvages (+/+) et
double transgéniques (Tg/Tg)
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RESUME DU CHAPITRE |V

L’homéostasie du muscle strié squelettique résulte d’un équilibre délicat entre les
processus de synthése et de dégradation des protéines qui définissent la balance

protéique musculaire.

L'augmentation de la synthese protéique permet I’hypertrophie des fibres tandis

que la stimulation de la dégradation protéique conduit a I’'atrophie musculaire.

L’activation de la synthese protéique fait suite a des stimuli anabolisants comme
I'apport nutritionnel, la disponibilité en acides aminés ou la quantité d’hormones

mais I'exercice physique en est le plus puissant modulateur.

La régulation de la synthese et de la dégradation protéique fait appel a des
mécanismes complexes impliquant des voies de signalisation cellulaires qui

communiquent entre elles.

L’axe PI3K/Akt/MTORC1 constitue la voie principale d’activation de la synthese
protéique et MTORC1 détient un role central dans la biogenése des ribosomes qui

assurent la traduction de I'information génétique en protéines fonctionnelles.

La dégradation protéique est majoritairement assurée par le systéme ubiquitine-
protéasome et par I'autophagie qui dégradent le contenu protéique des fibres

musculaires en condition d’hypoactivité, de stress ou de privation nutritionnelle.

Les stratégies thérapeutiques développées jusqu’alors sont basées sur
I’activation de la synthese protéique ou sur I'inhibition des voies de dégradation

mais I'identification de nouvelles cibles est nécessaire.

Dans I'antagonisme entre hypertrophie et atrophie musculaire, elF3f exerce un
role pivot en étant a la fois activateur de la synthése protéique et substrat des

voies de dégradation, et pourrait constituer une nouvelle cible thérapeutique.

Résumé du Chapitre IV




Page | 153

CHAPITRE V : ROLES PHYSIOLOGIQUES DE EIF3F

L'obtention des modéles animaux génétiquement modifiés exprimant des quantités différentes de
elF3f est une étape indispensable pour la meilleure compréhension des réles physiologiques et
physiopathologiques que joue ce facteur multipotent au cours du remodelage musculaire in vivo.
Plusieurs problématiques ont été examinées pour approfondir les réles et fonctions de elF3f sur la

balance protéique musculaire.

Etude #3 : Effets physiologiques de |la déplétion partielle en elF3f

Afin d’étudier I'impact de la baisse du niveau d’expression de elF3f sur ’homéostasie de la masse
musculaire in vivo, les souris hétérozygotes KO (elF3f +/-) créées et élevées au laboratoire ont été

étudiées au cours de leur développement puis en condition d’hypoactivité.

Rationnel scientifique et hypotheses

In vitro, il a été démontré que la diminution d’expression de elF3f conduit a I'atrophie des myotubes
tandis que sa surexpression induit leur hypertrophie. En agissant comme une protéine échafaudage
entre MTORCI1 et S6K1, elF3f permet I'initiation de la synthese protéique dépendante de cette voie de
signalisation cellulaire. A linverse, en condition pro-atrophique, elF3f devient une cible de
polyubiquitination par MAFbx conduisant a sa dégradation par le protéasome et par conséquent a la
diminution de l'activité de synthése. Les études préliminaires sur les réles de elF3f au sein de
I’antagonisme entre hypertrophie et atrophie musculaire ont ainsi été obtenues uniquement sur des
modeles cellulaires, mais peu de choses étaient connues sur les fonctions de ce facteur d’initiation de
la traduction dans des conditions physiologiques. La génération d’animaux invalidés pour le gene elF3f
apparait alors comme un outil indispensable pour mieux cerner les réles détenus par elF3f sur la

balance protéique musculaire in vivo.

De par I'impact du niveau d’activité physique sur la balance protéique musculaire, I'inactivité physique
et I'exercice chronique constituent des conditions expérimentales particulierement intéressantes a
étudier. Dans cette étude, nous avons choisi d’analyser I'impact de la déplétion en elF3f lors de
I’atrophie musculaire induite. Parmi les modéles propices a I'étude de I'atrophie, le plus utilisé
demeure la suspension du train arriére®, D’autres modéles engendrent le méme type de réponse tout
en possédant certains avantages®. Sur la base de la littérature puis de travaux préliminaires, nous

avons comparé les différents modeéles applicables, comme la dénervation ou l'immobilisation
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bilatérale, avant de choisir le modéle d’immobilisation unilatérale qui semblait mieux correspondre a

nos besoins.

Nouvellement développée au laboratoire, la technique d'immobilisation unilatérale de la patte arriere
ne requiert pas d’équipement spécifique. Cette méthode validée chez la souris permet également la
comparaison des muscles immobilisés avec les controlatéraux du méme animal. Il est important de
préciser que ces derniers ne présentent pas d’hypertrophie compensatoire??!. La comparaison des
muscles des membres controlatéraux avec ceux des animaux de méme age et de méme lignée permet
de confirmer I'absence de mécanisme de compensation. Le membre controlatéral offre donc un
controle interne fiable permettant aussi de réduire I'effectif d’animaux nécessaire a I'étude. De plus,
I'intégrité de I'innervation de la musculature étant maintenue, a 'opposé du modele de dénervation,

la méthode n’altere pas la prise alimentaire et génére un faible niveau de stress.

Le premier objectif de cette étude est ainsi de caractériser le modéle animal invalidé pour elF3f et
de comprendre les effets phénotypiques que cette mutation entraine sur un organisme entier.
L’hypothése principale de cette étude est que I'inactivation par recombinaison homologue du géne
elF3f chez ces animaux se traduit par une inhibition de I’expression de ce facteur. Les hypothéses
secondaires de ce travail sont que les muscles squelettiques des animaux invalidés (i) présentent
une diminution de l'activité de synthése protéique (ii) qui s’accompagne d’une altération de
I'activité de MTORCI1 et de ses substrats (iii) pouvant impacter le développement du tissu musculaire
(iv) et son maintien en réponse a I’atrophie induite par immobilisation de la patte. La vérification de
ces hypothéses permettra de caractériser I'impact physiologique de la déplétion en elF3f in vivo et

de mieux cerner les roles de ce facteur dans la balance protéique musculaire.

Implication personnelle

J'ai personnellement participé a la conception et a la mise en place des expérimentations relatives a
I'immobilisation, au choix de la méthode d’'immobilisation et a son développement au laboratoire, a la
rédaction de la demande d’autorisation de protocoles expérimentaux pour la saisine APAFIS, a la
gestion des lignées pour la production du nombre d’animaux nécessaires, a I'analyse de la composition
corporelle des souris, a la dissection et au préléevement des tissus, a la mesure du flux de synthese
protéique, a la détermination des surfaces de section, a la quantification des expressions protéiques
et des ARNm, a 'acquisition et au traitement des données ainsi qu’a la rédaction de I'article dont je

suis le second auteur. Cet article est intitulé :

elF3f depletion impedes mouse embryonic development, reduces adult skeletal

muscle mass and amplifies muscle loss during disuse
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Key points

® In muscular cells, eukaryotic initiation factor subunit f (eIF3f) activates protein synthesis by
allowing physical interaction between mechanistic target of rapamycin complex 1 (MTORCI)
and ribosomal protein S6 kinase 1 (S6K1), although its physiological role in animals is
unknown.

e A knockout approach suggests that homozygous mice carrying a null mutation of the elF3f
gene fail to develop and consequently die at early embryonic stage, whereas heterozygous
mice associated with a partial depletion of eIF3f gene grow normally and are phenotypically
indistinguishable from wild-type mice.

® Heterozygous mice express reduced elF3f mRNA and protein levels in skeletal muscles and
show diminished muscle mass associated with a decrease in the protein synthesis rate and an
inhibition of the MTORC1 pathway.

® During hindlimb immobilization, heterozygous eIF3f mice display an exacerbated
immobilization-induced muscle atrophy associated with reduced protein synthesis.

® These results highlight the essential role of elF3f during embryonic development and its
involvement in muscular homeostasis via protein synthesis regulation.

Abstract Eukaryotic translation initiation factor 3, subunit F (eIF3f), a component of elF3
complex, plays an important role in protein synthesis regulation, although its physiological
functions are unknown. We generated and analysed mice carrying a null mutation in the eIF3f
gene. We showed that homozygous eIF3f knockout fail to develop and that eIF3f '~ embryos
die at an early stage of development but after the pre-implantation stage. However, disrupting
one elF3f allele does not affect growth, viability and fertility of heterozygous mice but, instead,
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reduces elF3f mRNA and protein levels in all tissues examined. Although heterozygous mice are
phenotypically indistinguishable from wild-type mice, they present a diminished body weight
and a lean mass reduction associated with normal body size. Interestingly, skeletal muscles are
mainly affected and display an altered cell size without modification of fibre number. Skeletal
muscles of heterozygous mice show a deficiency in polysome content, a decrease in protein
synthesis rate and an inhibition of the mechanistic target of rapamycin (MTOR) pathway. We
then studied the effects of hindlimb immobilization that mimic muscle disuse on heterozygous
mice aiming to further explore the involvement of eF3f in protein synthesis. We found that eIF3f
partial depletion amplifies muscle atrophy compared to wild-type mice. Mass and cross-sectional
area decreases were associated with reduced MTOR pathway activation and protein synthesis
rate. Taken together, our data indicate that eIF3f is essential for mice embryonic development
and controls adult skeletal muscle mass via protein synthesis regulation in a MTOR-dependent

J Physiol 0.0

manner.
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Introduction

Humans have more than 650 muscles, representing ~40%
of the total body weight, making them the largest tissue
mass and the major amino acid reservoir in the body
(Bergstrom et al. 1974; Wagenmakers, 1998). Striated
skeletal muscles are the organs that are responsible for
voluntary locomotion, and their growth and contractile
properties mainly depend on the turnover of contra-
ctile proteins. By regulating the dynamic balance between
anabolic and catabolic processes, skeletal muscles have the
capacity to continuously regulate their size in response
to a variety of physiological and pathophysiological
conditions (Bodine, 2006; Sandri, 2008). In this context,
eukaryotic translation initiation factors (eIFs) involved
in the initial steps of translation play an essential role
(Jackson et al. 2010; Gomes-Duarte ef al. 2018). Among
the elFs, elF3 is the largest and most complex initiation
factor, and operates in the assembly of the ternary
complex elF2/GTP/Met-tRNA, as well as the binding of
this complex and other components of the 43S PIC to
the 40S ribosomal subunit, in mRNA recruitment to
the 43S PIC, in scanning mRNA for AUG recognition,
and in ribosome dissociation (Majumdar et al. 2003;
Kolupaeva et al. 2005; Hinnebusch, 2006). The importance
of this complex in muscular homeostasis is highlighted
by its numerous regulations. In response to nutrients,
hormones and mitogens, the protein kinases mechanistic
target of rapamycin (MTOR) and S6K1 regulate its activity
positively, whereas both E3 ligases MAFbx and TRC8
restrict it (Holz et al. 2005; Lagirand-Cantaloube et al.
2008; Lee et al. 2010). Molecular studies on striated muscle
cells showed that these proteins interact specifically with
the subunit f of the eIF3 complex (Lagirand-Cantaloube
et al. 2008; Lee et al. 2010). elF3f (p47) is essential for
Schizosaccharomyces pombe viability, and its depletion

markedly decreases the global protein synthesis in fission
yeast (Zhou et al. 2005). In non-muscle mammalian
cells, eIF3f acts as a negative regulator of translation and
inhibits protein synthesis at the translational level without
affecting the mRNA level (Shi et al. 2003, 2006). In cancer
cells, eIF3f overexpression regulates cell growth negatively
by disrupting translation efficiency and activation of
apoptosis (Shi et al. 2006, 2009; Wen et al. 2012; Marchione
et al. 2015). Recently, Martin et al. (2018) reported that
a missense variant of the eIF3f gene was associated with
developmental disorders in humans.

Surprisingly, in differentiated myotubes, eIF3f plays
opposing roles on protein synthesis. By acting as a
scaffold protein that interconnects MTOR/raptor with
S6K1, this factor positively controls the mTORCI pathway
(Csibi ef al. 2010; Goodman et al. 2011b). Under normal
conditions, inactive S6K1 is bound to elF3f and, upon
mitogenic stimulation, MTOR binds to eIF3f and then
phosphorylates and activates S6K1 (Csibi et al. 2008). The
latter is released from eIF3fand is able to phosphorylate its
substrates, leading to an enhanced translational capacity
and muscular hypertrophy (Sanchez et al. 2013). In starved
muscle cell models, MAFbx interacts with the MOV
domain of eIF3f and promotes its ubiquitination resulting
in proteasome-mediated degradation of eIF3f (Csibi et al.
2009). In vitro, a decrease in the phosphorylation of
mTORCI substrates subsequent to the loss of eIF3f
induces atrophy of myotubes (Marchione et al. 2013).
Despite these studies that were mainly carried out
on cellular models, the physiological role of eIF3f
in muscle homeostasis remains unclear. Furthermore,
the importance of mammalian eIF3f in embryonic
development is unknown.

In the present study, we developed a knockout (KO)
approach to address the in vivo functions of eIF3f in
mice. We demonstrated that murine eIF3fis an essential

© 2019 The Authors. The Journal of Physiology © 2019 The Physiological Society
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gene for embryonic development. Moreover, heterozygous
mice partially deficient in eIF3f (eIF3f"~) present a
diminished body mass mainly associated with a reduction
of skeletal muscle mass. We noted a decrease in cell size,
whereas the number of cells remained unaffected. Here,
we demonstrate for the first time in vivo that the partial
loss of eIF3f involved an inhibition of MTOR pathway,
resulting in a decrease in protein synthesis and muscle
size. A direct link between regulation of protein synthesis
and muscle mass has been well documented in models of
elevated or reduced loading (Kubica et al. 2005; Bodine,
2013). Using a model of hindlimb immobilization, we
aimed to determine the impact of elF3f down-regulation
on disused muscles. The results of the present study show
that immobilized quadriceps muscle of heterozygous mice
displayed a reduced mass and cross-sectional area (CSA),
as well as diminished protein synthesis, with reduced
phosphorylation of S6K1 and S6 proteins compared to
control mice. Hence, the present study confirms the key
role of elF3f with respect to regulating protein synthesis
and, consequently, muscle mass in mice. This indicates
that modulation of eIF3f could constitute a therapeutic
target for limiting muscle loss.

Methods
Ethical approval

The mice used in all experiments were sex- and
age-matched, kept in individually ventilated cages in
pathogen-free conditions, and fed a complete breeding
diet (Safe A03; Safe, Augy, France). Animals were
maintained under a 12:12 h light/dark cycle and were
allowed free access to food and water. In all experiments,
mice were killed by cervical dislocation without
anaesthesia. All animal experiments were performed
in accordance with European directives (86/609/CEE
and 2010/63/UE) and were approved by the Ethical
Committee of Region Languedoc-Roussillon n°C2EA-36.
Our facility is approved by Veterinary Services (animal
experimentation license E34-172-10) and the Mini-
stry of Research (APAFIS#1509-20180724133194v2). Our
institution guidelines for the care, welfare and use of
laboratory animals were observed. The authors under-
stand the ethical principles under which the Journal of
Physiology operates, and this work complies with its animal
ethics checklist (Grundy, 2015).

Generation of elF3f*/~ mice

To produce elF3f gene KO mice B6-elF3fm!(KOMP)Vicg
we used targeted embryonic stem cells generated by
the trans-NIH Knock-Out Mouse Project (KOMP;
www.komp.org, RRID:SCR_005571). Targeting construct
(VG11510) was obtained by replacing the complete

© 2019 The Authors. The Journal of Physiology © 2019 The Physiological Society
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coding elF3f sequence (7130bp between positions
116077930-116085059 of chromosome 7) by the Velo-
cigene cassette ZEN-Ubl. We used three independent
mutated clones (11510A-F5, 11510B-A4 and 11510B-C10,
subsequently referred to as A, B and C) derived
from parental embryonic stem (ES) cells VGB6 (iso-
lated from the C57BL/6Tac mouse strain). ES cells
were expanded on mouse embryo fibroblast feeder cells
with additional LIF in VGB6 medium without insulin
and manipulated in accordance with the manufacturer’s
instructions (KOMP Repository Collection, University
of California, https://www.komp.org/pdf/Regeneron_
Cell_Culture_Protocol.pdf). Chromosome counting was
performed in atleast 20 metaphase spreads. B and C clones
were >75% euploid, whereas the A clone was only 61%
euploid. Despite this, the three ES clones were injected in
hostblastocysts collected from natural mating of Balb/C-N
albino mice (15-20 ES cells in each blastocyst) and trans-
ferred into 2,5 dpc pseudo-pregnant BGCBAF1/] females
(5-8 blastocysts per uterine horn). Male chimeras with
more than 30% of agouti-black coat colour contribution
were bred to C57BL6/J females to generate heterozygous
black mice. Male chimeras were also bred to Balb/C-N
females to generate heterozygous white mice. We obtained
up to 100% germline transmission rate according to the
coat colour chimerism rate.

All heterozygous mice used in these studies were
back-crossed into the C57BL6/J or Balb/C-N inbred back-
grounds for at least 10 back-crosses and were maintained
on the same background. Experiments were carried out
on both genetic backgrounds and the reported results
originate from C57BL6/] mice.

Mice genotyping

Mice were genotyped by PCR analysis of mouse genomic
DNA, isolated from tail clippings (10-12 days old).
Samples were mixed with DirectPCR lysis reagent (Viagen
Biotech Inc., Los Angeles, USA, RRID:SCR_017106)
and proteinase K overnight at 55°C. Enzyme was
then inactivated for 45 min at 85 °C. PCR analysis
of tail DNA was performed using the primers:
elF3f forward 5’-CAACCGGGTGATTGGACTCTCAA-3
and eIF3f reverse 5-GCTGTTGAGCATGGTCTCAA-3
specific for the wild-type (WT) eIF3f allele; SU
forward, 5’-GTGTAGATTGCTAGTTGCTTC-3’ situated
in the intronic DNA region and LacZ reverse,
5-GTCTGTCCTAGCTTCCTCACTG-3 specific for the
insertion cassette. Thermal cycling conditions were one
cycle at 94°C for 3 min followed by 30 cycles at 94°C for
40 s, 58°C for 40 s and 72°C for 1 min. Amplification
with these primers produced a 324 bp band from eIF3f
WT gene and a 379 bp band from targeted elF3f gene
(LacZ). Concerning embryogenesis studies, e[F3f"~ mice
were mated and monitored daily for plugs. Females with
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copulation plugs were considered to be at day 0.5 of
gestation. Pregnant females were sacrificed at 8.5, 9.5,
10.5, 11.5 and 12.5 days of gestation, and embryos were
dissected free of maternal tissues and genotyped by PCR
as described above.

Body composition analysis

Male and female eIF3f"~ mice and WT mice
(4-6 months of age) were individually weighed and
scanned using a Whole Body Composition Analyzer
EchoMRI-700 (Echo Medical System, Houston, Texas,
USA; RRID:SCR_017104). This scanning allows for
non-invasive assessment of body composition on
conscious animals by nuclear magnetic resonance (NMR).
Each mouse was transported into a room that housed
the NMR and placed without anaesthesia in a Plexiglas
tube, which was then inserted into the NMR for body
composition analysis. The test takes less than 60 s to
perform and allows for measurement of body lean tissue.
Total lean content value (g) only represents muscle tissue
mass, excluding fat and bone minerals.

Real-Time PCR analysis

Tissues were crushed in liquid nitrogen using mortar and
pestle. Total RNA was extracted from powdered tissues
using RNeasy Fibrous tissue kit (Qiagen, Venlo, The
Netherlands; RRID:SCR_008539) for muscles and RNeasy
tissue kit for other tissues (Qiagen; RRID:SCR_008539),
in accordance with the manufacturer’s instructions. RNA
concentration was determined by spectrophotometric
analysis, and RNA integrity was checked by the OD,g
/ODygy absorption ratio (>1.95) and by visualization
of 185/28S ribosomal RNA on agarose gel. For reverse
transcription, 1 pg of total RNA was used as a
template using the RevertAid First Strand cDNA synthesis
kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA;
RRID:SCR_008452).

A real-time PCR quantification was then performed
using Bio-Rad 2X SYBR green master mix on a Mini-
opticon thermocycler (Bio-Rad, Hercules, CA, USA;
RRID:SCR_008426). Cycling conditions were one cycle at
98°C for 30 s followed by 40 cycles at 95°C for 1 s and 60°C
for 15 s. Melting curves were measured by increments of
0.5°C every 5 s (starting at 65°C, finishing at 95°C). Each
sample was run in duplicate and the relative mRNA levels
were normalized to GAPDH housekeeping gene levels,
which were unaffected by the experiment.

Microfluidic quantitative real-time PCR analysis

A high-throughput quantitative real-time PCR was
performed using the Biomark microfluidic system in
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which every sample-gene combination is quantified using
a 96.96 Dynamic Array™ IFCs (Fluidigm, San Francisco,
CA, USA). Pre-amplification of the samples, chip loading
and quantitative real-time PCR were performed in
accordance with the manufacturer’s instructions. GAPDH
was used as reference gene. Quantitative real-time PCR
results were analysed using the Fluidigm real-time PCR
analysis software, version 4.1.2 (RRID:SCR_015686).
Primers are listed in Table 1.

Protein content and western blotting

For protein content determination, a known quantity of
powdered muscles was homogenized in lysis buffer [1%
NP-40, 20 mm MOPS, pH 7.0, 2 mm EGTA, 5 mm EDTA,
30 mM NaF, 60 mm p-glycerophosphate, 20 mm sodium
pyrophosphate, 1 mM sodium orthovanadate, 1 mm
dithiothreitol, protease inhibitor (Complete Mini; Roche,
Basel, Switzerland; RRID:SCR_001326)] supplemented
with 0.5% SDS. After 1 h under agitation, samples were
centrifuged at 10,000 g for 10 min at 4°C and protein
concentrations were determined from the supernatant
using the Bradford assay (Bio-Rad; RRID:SCR_008426).
Frozen muscles were powdered under liquid nitrogen,
homogenized in lysis buffer without SDS and centrifuged
at 10,000 g for 10 min at 4°C. Protein concentrations
were determined from the supernatant using the
Bradford assay (Bio-Rad; RRID:SCR_008426). Next,
50 pg of proteins were then diluted in 2X-Laemmli
sample buffer, resolved by SDS-PAGE, transferred onto
nitrocellulose membranes (0.2 pum) and detected by
western-blotting using primary antibodies against elF3f
(A303-005A; Bethyl Laboratories, Montgomery, TX, USA;
dilution 1:2000; RRID:AB_10748371), S6K1 (sc-230;
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA;
dilution 1:500; RRID:AB_632156) and phospho-S6K1
(9206; Cell Signaling Technology, Beverly, MA, USA;
dilution 1:500; RRID:AB_2285392), 4EBP1, S6 and
phospho-S6 (S240/244) (9452, RRID:AB_331692; 2317,
RRID:AB_2238583; and 5364, RRID:AB_10694233,
respectively; Cell Signaling Technology; dilution 1:1000),
ubiquitin (sc-8017; Santa Cruz Biotechnology; dilution
1:400; RRID:AB_628423) and puromycin (MABE343;
Millipore, Temecula, CA, USA; dilution 1:2000;
RRID:AB_2566826). Normalization was performed
using the p-actin antibody (sc-81178; Santa Cruz
Biotechnology; dilution 1:2000; RRID:AB_2223230),
whereas Ponceau S staining was only used for
normalization in the immobilization study to take
account of f-actin expression variability. Detection
was achieved using HRP-linked secondary antibodies
(1858415 for rabbit and 1858413 for mouse; Pierce,
Rockford, IL, USA; dilution 1:2000; RRID:SCR_008452).
Immunoblots were revealed using a Pierce ECL kit

@ 2019 The Authors. The Journal of Physiology © 2019 The Physiological Society
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Table 1. List of primers used for high throughput real-time PCR
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Gene Sense primer (5’- to 3') Reverse primer (5'- to 3’)
Beclin TGAATGAGGATGACAGTGAGCA CACCTGGTTCTCCACACTCTTG
BNIP3 CCTGTCGCAGTTGGGTTC GAAGTGCAGTTCTACCCAGGAG
Cathepsin L AATAAATATTGGCTTGTCAAGAACAG TCCCGGTCTTTGGCTATTTT
elF3f CAGAAGATGAAGTGGCTGTTG GTGAACATCACTCCCATGGTCC
FoxO1 GCTGGGTGTCAGGCTAAGAG AGGGCATCTTTGGACTGCT
FoxO3a GGAAATGGGCAAAGCAGA AAACGGATCACTGTCCACTTG
Gabarap L1 GCGAGAAAATCCGAAAGAAA AGATCAGAAGGCACCAGGTATT
GAPDH ATTGTCAGCAATGCATCCTG CAACCGGGTGATTGGACTCTCAA
Lamp2a TGCAGAATGGGAGATGAATTT GGCACTATTCCGGTCATCC

LC3 CCCCACCAAGATCCCAGT CGCTCATGTTCACGTGG

MAFbx AGTGAGGACCGGCTACTGTG GATCAAACGCTTGCGAATCT
Mul1 AGGGCATTCTTTCAGAAGCA GGGGTGGAACTTCTCGTACA
MuRF1 TCCTGCAGAGTGACCAAGG GGCGTAGAGGGTGTCAAAC
MyHC-| ATAGCAGGAAAGGGGCTGA GCCTCTCATCACGCATCTC
MyHC-lla GTGGTGATCAGCAGCATTTC GTGGTGATCAGCAGCATTTC
MyHC-IIb CTGCAGGACTTGGTGGACA CTTGGCCAGGTTGACATTG
MyHC-lIx CATGTCCAAAGCCAACAGTG CTGAGCCAGCTTCTTCTTGG
Parkin GCCCGGTGACCATGATAG GTGTCAGAATCGACCTCCACT
Tubulin CTGGAACCCACGGTCATC GTGGCCACGAGCATAGTTATT
ULK1 GCAGGTAGTCAGCCAGGTCT ATCGTGGCGCTGTATGACTT

GAPDH housekeeping gene was used as a reference gene.

(32106; Thermo Fisher Scientific; RRID:SCR_008452) and
proteins were visualized by enhanced chemiluminescence
and quantified with Image Lab, version 5.2.1 (Bio-Rad;
RRID:SCR_014210).

Histology

Mice were killed by cervical dislocation and extensor
digitorum longus (EDL), gastrocnemius, quadriceps,
soleus and tibialis anterior hindlimb muscles were
rapidly dissected out. Fresh dissected muscles were
collected, embedded with optimum cutting temperature
medium matrix (Sakura Fineteck, Torrance, CA, USA)
and immediately frozen in isopentane cooled in liquid
nitrogen. Serial transverse sections (thickness 12 yum) were
cut from the mid-belly of muscles with a cryostat micro-
tome (HM560; MikroM, Berlin, Germany). Sections were
then stained with azorubine 1% to allow quantification of
fibre number and area from muscles. Muscle sections were
scanned using a NanoZoomer (Hamamatsu, Photonics,
Hamamatsu City, Japan; RRID:SCR_017105) with a 10x
objective. Definiens Developper, version 7.1 (Definiens,
Munich, Germany; RRID:SCR_014283) was used to
analyse and quantify the images for each area (Pessemesse
et al. 2012). Alternatively, for immunohistological studies
on immobilized mice, transverse serial cross sections
were incubated with anti-laminin antibody for 1 h at
37°C (L9393; Sigma; dilution 1:200; RRID:AB_477163),
followed by washes in PBS and incubation with secondary
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antibody (Alexa Fluor® 488; Jackson Laboratories, Bar
Harbor, ME, USA; dilution 1:1000; RRID:AB_2340621)
for 1 h at 37°C. The fibre sizes were analysed with SMASH
software (Smith & Barton, 2014). For these studies, eight
elF3f* and eight eIF3f"~ mice were used and we
analysed five sections per muscle.

Protein synthesis measurements

In vivo protein synthesis was measured using the surface
sensing of translation (SUnSET) method (Schmidt et al.
2009; Goodman et al. 2012). In light period (morning),
mice with ad libitum access to complete breeding diet and
water were 1.P. injected with puromycin (40 nmol g™' in
200 L of PBS). At exactly 30 min after L.p. puromycin
injection, mice were killed and muscles were snap-frozen
in liquid nitrogen. Extracts were analysed by immuno-
blotting with 30 g of total protein and anti-puromycin
antibody.

Total RNA determination and polysome profiling

For total RNA determination, 10 mg of frozen EDL, tibialis
and soleus muscles was homogenized in FastPrep-24 (MP
Biomedicals, Carlsbad, CA, USA; RRID:SCR_013308)
instrument for 3 x 20 s at a speed of 5.0 with lysing
matrix D in 300 uL of B-mercaptoethanol containing
lysis buffer RLT from RNeasy Fibrous Tissue Mini
Kit (Qiagen, Valancia, CA, USA; RRID:SCR_008539).
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Samples were centrifuged at 14,000 g for 5 min and
total RNA purified in accordance with the manufacturer’s
instructions. RNA concentrations were determined using a
Nanodrop spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific;
RRID:SCR_016517).

Quadriceps and gastrocnemius muscles from WT and
eIF3f*~ mice were collected, flash frozen in liquid
nitrogen and stored at -80°C. Frozen muscles were
grinded under liquid nitrogen using a mortar and pestle.
Next, 1 mg of powder of each muscle was suspended
in 1.2 mL of lysis buffer (100 mm Tris-HCl, pH 7.5,
140 mm NaCl, 5 mm MgCl,, 100 ug mL™! cycloheximide,
1 mMm dithiothreitol, 20 U mL™' RNasin; 0.5% NP40,
0.5 % sodium desoxycholate). Following 30 min of
incubation on ice, extracts were centrifuged at 10,000 g
for 5 min at 4°C. Cleared lysates were loaded onto a
pre-chilled 10-50% linear sucrose gradient containing
10 mM Tris-HCL, pH 7,5, 140 mM NaCl, 5 mm MgCl,
100 g mL™' cycloheximide and 1 mwm dithiothreitol and
centrifuged at 150,000 g using a SW40 rotor (Beckman
Coulter, Fullerton, CA, USA) for 2 h at 4°C. The gradient
was fractionated, fractions of 600 wL were collected and
absorbance at 260 nm was monitored.

Unilateral immobilization

Mice were anaesthetized with isoflurane inhalation and
subjected to unilateral hindlimb immobilization from a
modification in the strapping method (Aihara et al. 2017).
Hair on the left lower hindlimb was removed with clippers,
the skin swabbed with 70% alcohol, and the hindlimb
wrapped with a triple layer of surgical tape (3M Extensa
Plus; Hartmann, Heidenheim, Germany), including a
wood tutor (length 3 cm, diameter 2.5 mm) with the hip
and knee joints, respectively, fixed at ~160° and 180°.
To avoid circulatory issues, the distal portion of adhesive
bandage was not tightened and allowed ankle mobility.
The positions of the ankle and knee were similar to those
reported in previously reported studies (Aihara et al. 2017;
Kazi et al. 2011; Madaro et al. 2008). The mass of bandage
was less than 1 g and did not interfere with mice natural
activity. Because the non-immobilized contralateral leg
did not undergo hypertrophy, it served as internal control.
After 3,7 or 14 days of immobilization, mice were killed by
cervical dislocation and the muscles were excised, weighed
and immediately used in experiments or stored at —80°C.

Statistical analysis

All results are presented as the mean + SEM. The
aim of each statistic test was to discriminate a
genotype effect between groups using XLStat, version
2014.5 (Addinsoft, Paris, France; RRID:SCR_016299).
Experimental conditions were compared with controls
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using the Mann—Whitney test. When the data distribution
was normally distributed with a sample size greater
than 20, Student’s two-tailed, unpaired ¢ tests were
used for two-group comparisons. P < 0.05 was
considered statistically significant (*P < 0.05, **P < 0.01,
D < 0.001).

Results
Generation of elF3f-deficient mice

To understand the physiological importance of eIF3f,
we generated mice carrying specific eIF3f{ invalidation.
Heterozygous recombinant ES cells clones in which coding
region of eIF3f had been deleted and replaced with the
Velocigene cassette ZEN-Ubl (Fig. 1A) were injected
into blastocysts and generate chimeras. Prior to micro-
injection, the identity of the targeted embryonic stem
cells was verified by PCR using SU primer localized on
intronic mouse DNA sequence and LacZ primer specific
to the targeting vector sequence (Fig. 1B). Targeted ES
cells, chimeric males and the progeny of heterozygous
intercrosses were genotyped by PCR analysis, using eIF3f
(324 bp) and LacZ (379 bp) primers (Fig. 1C). elF3f
heterozygous (eIF3f"/~) mice were viable, fertile and
showed an apparently normal phenotype. Subsequent
studies were performed using elF3f*'~ mice, enriched
with the C57BL/6]J strain background by more than 10
generations of outbreeding into the C57BL/6] strain.

Embryonic lethality of elF3f~/~ mice

To generate elF3f null mice, we then intercrossed
heterozygous mice and analysed their offspring genotype
by PCR. In total, 1939 born mice were analysed, of
which 1179 (61%) were WT and 760 (39%) were
heterozygous for the elF3f locus. No homozygous
mutants were recovered at birth (Fig. 2A). This result
indicated that eIF3f/~ embryo failed to develop. To
determine the stage of embryonic lethality, embryos were
collected and dissected from heterozygous intercrosses
at 9.5, 10.5, 11.5 and 12.5 days of gestation. Out of
116 embryos, 89 (76.7%) exhibited normal phenotype,
whereas 27 (23.3%) appeared to be limited to the presence
of empty decidua, comprising amniotic material without
an identifiable embryo, which could account for the
resorption of elF3f embryos (Fig. 2B). It should be noted
that empty deciduae are rarely seen in late embryogenesis
from normal mice of our livestock. After PCR genotyping,
none of the embryos were homozygous for mutation, 30
(25.8%) embryos were eIF3f"'* and 59 (50.2%) were
elF3f/—, although, as a result of the absence of DNA
in decidua (corresponding to 24%), we were unable to
genotype necrotic embryos (Fig. 2C). At 8.5 days and at
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Figure 1. Generation of mice with a targeted, disrupted e/F3f allele

A, schematic diagram of the murine WT efF3f allele and the targeting cassette used to generate a null e/f3f allele
by precise replacement of the entire elF3f coding sequence by the lacZ reporter gene, as well as a neo-selectable
marker. B, PCR-based genotyping. The scheme indicates the DNA regions amplified by SU, LacZRev primers in
the KO allele and by elfF3f forward, and elF3f reverse primers in the WT allele. Black boxes represent the exons.
C, genotyping from the intercross of heterozygotes by the PCR method. The KO allele, which contains insertion
cassette, generates a PCR fragment larger (379 bp) than that generated by the WT allele (324 bp).
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an earlier stage, we could not determine the genotype
of embryos because of contamination with maternal
tissue. If these empty deciduae are counted as elF3f~/~
embryos, the genotypic distribution is not significantly
different from the expected Mendelian ratios. Intriguingly,
by considering that homozygous null mice die during
development, heterozygous mice for the null allele are not
born in the Mendelian ratio expected from intercrosses
of heterozygotes (eIF3f*/~; 39% instead of 66%) (Fig. 24,
lane 1). To investigate an apparent dominant lethality, we
crossed heterozygous with WT mice and the offspring
genotypes were determined. We found less heterozygosity
than expected (37% instead of 50%) (Fig. 24, lane 2),
indicating an increased lethality of e[F3f*/~ embryos. This
result could indicate that expression of eIF3fis required for
viability of sperm or oocytes. To test this hypothesis, male
or female heterozygous mice were crossed with WT mice
and the offspring genotypes were determined (Fig. 24,
lanes 3 and 4). In both cases, the ratio of heterozygous
mice to WT mice was similar regardless of the sex
of heterozygous founders, indicating that heterozygous
lethality is not associated with defect in gametes
fertility.
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The absence of any homozygous mutant strongly
indicates that eIF3f loss results in embryonic lethality.
The presence of empty decidua shows that eIF3f~/~
embryos die at an early stage of development but after the
pre-implantation stage. These results are consistent with
the essential role of elF3f for embryonic development.

Heterozygous elF3f mice exhibit a lower elF3f
expression

To gain insight into the physiological role of elF3f, we first
examined mRNA expression pattern of elF3f in different
organs of adult WT mice by quantitative real-time PCR
analysis. In non-muscles organs and in heart, the elF3f
gene had a comparable expression level, except for lung
in which the eIlF3f mRNA level was higher (4-9-fold)
(Fig. 3A). In skeletal muscles, eIF3f expression was found
to be lower than in non-muscle tissues, except for soleus
in which the expression level was similar to that in liver
and brain (Fig. 3B). We then compared eIF3f mRNA
expression between organs of elF3f*/* and el F3f"/~ mice.
The results revealed a reduction of ~50% (40-59%) in
heterozygous non-muscular tissues such as the kidney,

A Total ++ +- -/-
elF3f+x elF3f*" 1939 1179 (61%) 760 (39%) 0
elF3f+x elF3f+* 1641 1032 (63%) 609 (37%) n.a.
2 elF3f+/x elF3f+*+ 1048 680 (65%) 368 (35%) n.a.
¢ elF3f+x elF3f++ 593 352 (59%) 241 (41%) n.a.
B
Embryo | Percentage E12' mbryos
Phenotype | (n=116) 1]
Normal
Normal 76.7
| Necrotic
Necrotic 23.3
Figure 2. Homozygous elF3f mice show
embryonic lethality
A, numbers of WT, heterozygous and homozygous
C null offspring from genotype analysis of progeny from
Embryo Percentage elF3f heterozygous intercrosses (lane 1), from crosses
Genotype (n=116) between heterozygous and WT mice (lane 2) and from
crosses between male or female heterozygotes and
WT mice (lanes 3 and 4). B, morphological analysis of
+H+ 25.8 embryos from elF3f heterozygote intercrosses at 9.5 to
12.5 days of embryonic gestation. Photographs of
+- 50.2 normal and necrotic embryos at day 12.5. C,
genotypes of embryos from elfF3f heterozygote
?? 24.0 intercrosses collected between 9.5 and 12.5 days of

embryonic gestation.
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Figure 3. Heterozygous mice have reduced tissue expression of elF3f messenger RNA

A and B, relative elF3f mRNA level from WT mice at 2-4 months of age for heart, kidney, lung, liver and brain (4)
and EDL, tibialis, quadriceps, gastrocnemius and soleus muscles (B). Data represent the mean + SEM for n = 10
of each organ/tissue. C and D, comparison of the levels of elF3f mRNA in heart, kidney, lung, liver and brain (C)
and EDL, tibialis, quadriceps, gastrocnemius and soleus muscles (D) of WT and heterozygous elF3f mice from 2-4
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months of age. Results were normalized by the GAPDH gene. Data represent the mean + SEM for n = 10 of
each organ/tissue. Mann-Whitney test, *P < 0.05, **P < 0.01, **P < 0.001. £, microfluidic analysis of elF3f mRNA
expression in EDL, tibialis, quadriceps, gastrocnemius and soleus muscles from WT and heterozygous elF3f*/—
mice. Data were analysed using the 2-2ACt method representative of the fold change in the WT relative to the
elF3ft/~ mice. Six replicates of each reaction were performed.

lung, liver and brain (Fig. 3C), as well as in muscles
such as the heart, EDL, tibialis, quadriceps, gastrocnemius
and soleus (Fig. 3D). Microfluidic quantitative real-time
PCR analysis carried-out on EDL, tibialis, quadriceps,
gastrocnemius and soleus muscles confirmed elF3f mRNA
expression decrease in heterozygous mice (Fig. 3E). This
decrease reflects the loss of one allele of elF3f gene. To

determine whether the mRNA reduction affected eIF3f
protein levels, we carried out immunoblotting analysis
with elF3fantibody. Except for kidney, eIF3f was expressed
at levels corresponding to a moderately abundant protein
(Fig. 4A and B). Unlike RNA expression pattern, we
did not find a high protein expression level in lung.
In all of the examined organs, elF3f protein expression
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Figure 4. Heterozygous mice have reduced tissue expression of elF3f protein

A and B, tissue extracts from brain, heart, kidney, liver, lung and white adipose tissue (WAT) (4) and from
EDL, tibialis, quadriceps, gastrocnemius and soleus (8) were isolated from 2-4-month-old WT mice. The samples
were resolved by SDS-PAGE and immunoblotted with antibody for elF3f. C and D, comparison of elF3f protein
expression in brain, heart, kidney, liver and WAT (C) and EDL, tibialis, gastrocnemius and soleus (D) isolated from
2-4-month-old WT and heterozygous mice. B-actin protein was used as a loading control. Data represent the
mean =+ SEM for n = 8-10 of each organ/tissue. Mann-Whitney test, *P < 0.05, **P < 0.01.
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was reduced in the eIF3f"~ mice compared to the WT
elF3f™/* littermate controls (—28% to —50%) (Fig. 4C). In
kidney from WT and heterozygous mice, eIF3f protein
was not mainly expressed as a 47 kDa protein but,
instead, as several proteins of lower molecular weights
(not shown). Quantification of immunoblots in skeletal
muscles indicated that eIF3f protein expression levels
decreased by 30-46% for EDL, tibialis, gastrocnemius,
soleus and quadriceps (Figs 4D and 10B, day 0).

Heterozygous elF3f mice present a reduced muscle
mass

Based on the decrease of elF3f levels, we considered that
elF3f*/~ mice might display certain phenotypes compared
to WT mice. eIF3f"/~ mice were found to be healthy,
showed no obvious phenotypic abnormalities, appeared
normal in their gross anatomy and behaviour, and were
fertile. There was no gender bias, with males and females
being present in equal frequency (n = 1939). Two to
4-month-old male and female heterozygous elF3f mutants
showed significantly reduced body mass compared to WT.
Difference reached between 10% and 11% in males and
females, respectively (Fig. 5A), and the measurement of
bones length (shin and thighbone) revealed no change
in size between eIF3f™* and eIF3f"'~ mice (Fig. 5B).
Body composition analysis assessed by NMR showed lean
mass reduction in heterozygous mice, regardless of gender
(Fig. 5C). This difference reached 8% in eIF3f"/~ males
and 7% in elF3f*/~ females. Next, we focused on mass
of other tissues/organs such as the brain, heart, kidney,
liver, lung, white adipose tissue and muscles in male and
female animals. Although the average mass of organs such
as the liver, lung, white adipose tissue was not, or slightly
(brain, heart, kidney) affected, EDL, tibialis, quadriceps,
gastrocnemius and soleus muscle mass was reduced by
14-18% in heterozygous compared to WT mice. Males and
females of each genotype showed similar mass patterns for
all tissues, except for the kidney, where only heterozygous
males displayed a reduced mass (Fig. 5D).

Monitoring of food intake and spontaneous activity by
voluntary wheel running did not reveal any significant
difference between heterozygous and WT littermates
(Docquier A, Pavlin L, Bernardi H; unpublished data). In
summary, the body mass loss observed in eIF3f*/~ mice is
mainly explained by a decrease in muscular mass.

To better understand this decrease, we next examined
CSA and fibre number of EDL (fast-twitch) (Fig. 6A),
tibialis (Fig. 6B), gastrocnemius (Fig. 6C), soleus
(slow-twitch) (Fig. 6D) from eIF3f~ and control
animals. To visualize muscle fibres, azorubine staining
was used. CSA and fibre number were quantified with
Definiens Developer, version 7.1, after a NanoZoomer
scan. For the four muscles that were investigated, the
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mean CSA was significantly lower in eIF3f"~ mice than
in control animals (tibialis, —21%, P < 0.01; gastro-
cnemius, —24%, P < 0.01; soleus, —26%, P < 0.001;
EDL, -17%, P < 0.001), without any statistical change
in the total fibre number, meaning that eIF3f"/~ skeletal
muscles present an reduction of muscle fibres size. To
determine whether the e[F3f depletion was associated with
a fibre type switch, we measured the expression of the
four adult myosin heavy chains (MyHC) by microfluidic
analysis (Fig. 6E). Regardless of whether for EDL, tibialis,
quadriceps, gastrocnemius or soleus, the expression levels
of different MyHC remain unchanged between elF3f"/*
and eIF3f"'~ mice. Taken together, these results suggest
that the under-expression of eIF3f protein induces a
reduction of fibres size in skeletal muscles.

Heterozygous elF3f mice have a reduced rate
of protein synthesis

Because the maintenance of skeletal muscle mass depends
on changes in protein synthesis, we evaluated the rate
of protein synthesis in our animal models with the
SUNnSET (Surface sensing of translation) technique.
SUnSET is a non-radioactive technique for measuring
changes in protein synthesis. This technique uses
puromycin antibiotic and anti-puromycin antibodies
to quantify puromycin incorporation into nascent
peptide chains (Schmidt et al. 2009). We found that
elF3f depletion caused a decrease in protein synthesis
in all muscles examined (Figs 7A and 9D). EDL muscle
from heterozygous mice exhibited a 54% decrease of
puromycin incorporation; 45% for tibialis muscle; 50%
and 54%, respectively, for gastrocnemius and soleus
muscles (Fig. 7A); and 35% for quadriceps (Fig. 9D).
Because the SUnSET method allows measurement of
the protein synthesis rate that is only associated with
translationally active RNA messengers during the time
of puromycin injection (30 min), variations of such
translated protein do not necessarily impact global
protein content. Consequently, we measured the protein
content of muscles and found a decrease of between 25%
and 30% (Fig. 7C). These findings suggest that elF3f
regulates de novo protein synthesis in skeletal muscle.
We then used polysome profiling to determine which
step of translation was modified by eIF3f depletion.
Sucrose density gradient analysis of quadriceps and
gastrocnemius muscles showed that heterozygous mice
had slightly less ribosomal subunits accumulation (i.e.
subpolysomes, fractions 6-11) and less actively translating
ribosomes (i.e. polysomes, fractions 12-18) compared
to control mice (Fig. 7B). The total gradient area was
significantly less important in heterozygous mice vs.
control mice (—22% for quadriceps and —23% for gastro-
cnemius) (Fig. 7B). We also determined that areas under

Effets physiologiques de la déplétion partielle en elF3f




Page | 166

12 A. Docquier and others J Physiol 0.0
A B C
- O +/+ 20 O +/+ O ++
30+ =
m+- £ N m+/- - m+/-
B 25 % i B 25
B 204 & - B
8] o ©
i 15 5 10 7 € 20
C
S 10- s S
s} 2 5] 3
57 g 15
4] 0 0 (
Male Female Shin Thighbone Male Female
110+ *k * ok Kkk Kk *kk Fokk *kk [m] +/+

o]
o
1

Mass of organs, male
(% of control)
o]
g

70 4
60 4
50
S N ¢ O Q¥ 4® > S RS
& F T G & °
120
o) 1104 * * Sk Hkk wok *kk *k ] +/+
©
£ _ 1004 m /-
s
@ = 904
g6
o O
G5 807
5 R
° 704
@
@
S 60
50
5 X A ‘. s 5
& \L\&‘& S I SR R

7O S o

Figure 5. elF3f insufficiency results in decreased body and skeletal muscle masses

A, body mass of male and female WT and heterozygous mice recorded 2—4 months after birth. For each group,
n = 20-25 mice. B, length of shin and thighbone from 2-month-old WT and heterozygous mice. For each group,
n = 10. C, lean body mass as assessed by EchoMRI of male and female WT and heterozygous mice at the age
of 4-6 months. For each group, n = 16-32. D, organs and tissues relative mean mass from heterozygous mice
at the age of 2-4 months (WAT is white adipose tissue). Results are plotted as the percentage in mass of male
and female elF3f*~ mice compared to WT mice of the same gender. For each group, n = 15-20. Student’s ¢ test,
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Figure 6. Heterozygous mice show reduced muscle cell size

elF3f level modulates cross-sectional areas in EDL (A), tibialis (), gastrocnemius (C) and soleus (D) muscle. Azorubine
staining of muscle sections was used to quantify the number and areas of muscle fibres. Muscle sections were
scanned using a NanoZoomer (Hamamatsu Photonics) with a 20x objective. Definiens Developer, version 7.1, was
used to analyse the images for each entire area and for quantification. For each muscle, relative CSA from elF3f+/~
mice were expressed as a percentage of the corresponding control value. Fibre number was count using the same
software on entire areas. For these experiments, mice were 4 months of age (n = 6 per group). Data represent
the mean + SEM. Mann-Whitney test, *P < 0.05, **P < 0.01, **P < 0.001. £, microfluidic analysis of MyHC
1, 2a, 2x and 2b mRNA expression in EDL, tibialis, quadriceps, gastrocnemius and soleus muscles from WT and
heterozygous mice. Relative mRNA expression levels were normalized to GAPDH expression. Data were analysed
using the 2=2ACt method representative of the fold change in the WT relative to the elF3f+/~ mice. Six replicates
of each reaction were performed.
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Figure 7. elF3f depletion decreases protein synthesis
A, representative immunoblot of the incorporation of puromycin into nascent polypeptides in EDL, tibialis, gastro-
cnemius and soleus muscles using the SUnSET technique from WT and elF3ft/~ mice at 4 months of age (n = 10).
Total intensity of puromycin-labelled polypeptides was quantified and values obtained in heterozygous mice
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subpolysomal and polysomal portions of the tracings were
significantly less in heterozygous mice (subpolysomal
—17%, polysomal —41% for quadriceps; subpolysomal
—13%, polysomal —33% for gastrocnemius). When this
parameter was expressed as a ratio of subpolysomal to
polysomal, heterozygous mice had higher ratio than
control mice (3.08 vs. 1.95 for quadriceps; 2.05 vs. 1.52 for
gastrocnemius) (Fig. 7B). These results indicate that e[F3f
depletion in quadriceps and gastrocnemius muscles alters
both ribosomal number and initiation of translation.
Total RNA content in EDL, soleus and tibialis muscles is
also reduced (—19%, —13%, —12%, respectively) (Fig. 7D),
indicating that muscles from heterozygous eIF3f"/~ mice
show a decrease in protein synthesis efficiency.

The MTOR pathway is implicated in the protein
synthesis reduction of heterozygous mice

Recent data (Csibi et al. 2010) established that MTOR
and its downstream targets control the size of myo-
tubes by interacting with eIF3f. In skeletal muscle,
MTOR is an essential element regulating skeletal myo-
cyte differentiation and hypertrophy. This kinase acts
by modulating the activity of 4E-BP1 and S6K1. The
latter has been shown to be essential for the control of
muscle cytoplasmic volume (Ohanna et al. 2005). The
ribosomal protein S6, a substrate of S6K1, is involved in
cell size control. We hypothesized that eIF3f depletion
in heterozygous mice causes fibre size reduction by
modulating mTORC1 activity. To clarify the role of
elF3f and to decipher the mechanism associated with
reduced muscular mass observed in eIF3f"'~ mice, we
quantified the levels of main components of MTOR
pathway known to play a prominent role in muscle
hypertrophy. Phosphorylation of downstream targets of
MTOR was determined using anti-phospho S6 and by
taking advantage of the fact that phosphorylated forms
of S6K1 and 4E-BP1 differed in their mobility (Fig. 8A).
As shown in Fig. 8B, S6K1, 4E-BP1 and S6 protein
expression was down-regulated in gastrocnemius and
soleus muscles of heterozygous mice. Except for 4E-BP1
in EDL, phosphorylation of S6K1, 4E-BP1 and S6 protein
in the four muscles was reduced in heterozygous mice
compared to WT controls. In quadriceps, western blot
quantification showed that phosphorylation of S6K1 and
S6 was also significantly reduced in heterozygous mice
(p-S6K1/S6K1: —37%; p-S6/S6: —50%) (Fig. 104, day 0).
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Noteworthy, in fast-twitch EDL and tibialis muscles, S6K1,
4E-BP1 and S6 protein expression was not down-regulated
(Fig. 8B). These data confirm that the diminution of elF3f
expression in heterozygous mice is associated with an
inhibition of the MTOR pathway, as well as a decrease
of protein synthesis and muscle fibre size reduction.

Heterozygous elF3f mice display an exacerbated
immobilization-induced decrease in muscle mass

The results obtained in the present study indicate that
the reduction of eIF3f expression in heterozygous mice
is associated with an impairment in muscle protein
synthesis. We addressed the hypothesis that reduction
of elF3f would exaggerate the change in both muscle
mass and protein synthesis during a period of disuse
induced by hindlimb immobilization. In the model of
unilateral hindlimb immobilization by strapping used in
the present study (Fig. 9A4), shortened quadriceps, gastro-
cnemius and soleus muscles showed a mass reduction,
whereas, as a result of the mobility of the ankle, gastro-
cnemius and soleus muscles were less impacted than the
quadriceps. Because disuse atrophy largely depends of
muscle length during inactivity, EDL and tibialis muscles
immobilized in stretched positions in this model were
much less impacted (Goldspink, 1977). We found that the
partial loss of eIF3f in heterozygous mice amplified the
immobilization-induced decrease in quadriceps muscle
mass (3% at day 3, 6% at day 7 and day 14) (Fig. 9B).
Mean CSA was also significantly lower in eIF3f"~ mice
compared to control animals (6% to —8% at days 3,
7 and 14) (Fig. 9C). Several studies have shown that
activation of MTOR signalling is necessary to increase
protein synthesis in response to muscle loading. On
the other hand, immobilization associated-mechanical
unloading can induce a reduction in MTOR signalling
leading to an impairment of protein synthesis and muscle
mass. Acquisition of global rate of protein synthesis by
the SUnSET technique confirmed a reduction of protein
synthesis during immobilization, which was amplified for
heterozygous mice (day 3, —12%; day 7, —27% and day
14, -16%) (Fig. 9D). We observed, that during unloading,
MTOR signalling (as revealed by the phosphorylated to
total ratio of S6K1 and S6, which is a downstream substrate
o0f S6K1) was increased after 3 and 7 days of immobilization
in both WT and heterozygous mice. Ratios returned to
their basal values 14 days after immobilization. Compared

expressed as a percentage of the corresponding control value. B, absorbance profile of WT and elF3f+/~ mice
fractions from quadriceps and gastrocnemius sedimented through a 20-50% linear sucrose gradient. Fraction 11
for quadriceps and gastrocnemius were defined as the limit between subpolysomal fractions (left) and polysomal
fractions (right). Areas under the graphs were determined using imaGe) (NIH, Bethesda, MD, USA). C, protein
content of EDL, gastrocnemius, quadriceps, soleus, tibialis muscles from WT and heterozygous mice (n = 6). D,
total RNA content of EDL, soleus, tibialis muscles from WT and heterozygous mice (n = 5). Data represent the

mean + SEM. Mann-Whitney test, *P < 0.05.
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to WT, heterozygous mice showed reduced activation
levels of S6K1 at 3 (-35%), 7 (—33%) and 14 (-28%) days
of immobilization, as well as of S6 at 3 (-42%) and
7 (-28%) days of immobilization (Fig. 10A). Similarly,
during immobilization, eIF3f expression increased in WT
and heterozygous mice at 3, 7 and 14 days, although at
a lower range for eIF3f"~ mice (—25% at 3 and 7 days,
—20% at 14 days) (Fig. 10B).

Discussion

We have previously shown in myotubes that the
genetic repression of eIF3f induces atrophy, whereas its
genetic activation is sufficient to induce hypertrophy
(Lagirand-Cantaloube et al. 2008; Wen et al. 2012; Sanchez
et al. 2013). To directly assess the role of eIF3f in vivo, we
generated elF3fnull mice by homologous recombination.
The results obtained indicate that elF3f is an essential
gene for mice embryonic development and homeostasis.
Whole animal KO of elF3f resulted in embryonic lethality.
Because we were able to identify important necrotic
embryo from embryonic day E8.5, we could exclude the
loss of homozygous embryos before the blastocyst stage
(E3.5). The embryonic death might occur at a stage as
early as gastrulation (E4—E7). Although embryo lethality is
the consequence of the absence of the elF3f gene product,
this could either be the result of a direct role of eIF3f
on ontogenesis or the reduction of its functional activity.
To date, no direct ontogenic function for eIF3f subunit
has been attributed, suggesting that the mortality in our
elF3f '~ individuals is probably mediated by the defect
of elF3f-related specific pathways. Deficient mice in the
elF3b and elF3m genes also display a lethal phenotype
(Koyanagi-Katsuta et al. 2002; Zeng et al. 2013). The
absence of elF3b mainly results in embryo lethality before
the blastocyst stage, demonstrating that this factor is
essential for the very early stages of mouse development
(Koyanagi-Katsuta et al. 2002). eIF3b with elF3a, and c,
constitute the conserved functional core of mammalian
elF3 (Masutani et al. 2007). elF3b plays a scaffolding role
in the recruitment and assembly of other non-core sub-
units into the elF3 complex and is involved in mRNA
binding (Pérard et al. 2009; Liu et al. 2014). Given eIF3f
essential role in the protein synthesis process, we can
speculate that its absence seriously jeopardizes the early
steps of embryo development. As for eIF3f/~, elF3m null
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embryos are lethal and no eIF3m '~ embryo was observed
at E9.5, suggesting that elF3m is an essential gene for
early embryonic development (Zeng et al. 2013). eIF3m
subunit interacts with eIF3f and eIF3h to form a stable
tertiary complex, which in turn binds and stabilizes the
subunit elF3c, critical for the integrity and function of
elF3 complex (Zeng et al. 2013). We can advance that,
by preventing elF3m—elF3f dimer formation, loss of eIF3f
in homozygous mice might destabilize the eIF3 complex
and thus result in inefficient protein translation and
impaired development (Niemann et al. 2004; Choudhuri
et al. 2010, 2013; Lee et al. 2015). It is of note that
RNA and protein expression levels of e[F3m and h are
not modified in eIF3f"'~ mice (Docquier A; unpublished
data, Bernardi (HB)). Moreover, it has been shown in
zebrafish that the eIF3h subunit targets specific trans-
cripts to polysomes during embryogenesis (Choudhuri
et al. 2013). The absence of ternary complex formed by
elF3m, elF3h and elF3fin an eIF3f deficient context could
alter this targeting function and thus block development.
Using an elegant approach, Moretti et al. (2010) have
shown that eIF3fexhibits deubiquitinase activity positively
regulating the Notch pathway. With Notch being essential
for post-implantation development (Swiatek et al. 1994),
its defect in an elF3fnull context could result in impaired
development.

The heterozygous elF3f”~ mice with one normal
allele are viable and show no apparent abnormalities in
development or fertility, indicating that one functional
copy of the gene is sufficient for normal development. The
fact that the ratio of heterozygous eIF3f™~ to WT mice
was similar, whatever the sex of heterozygous founder,
suggests that sperm and oocytes with the disrupted eIF3f
gene have normal fertility. Thus, the lower number of
heterozygous animal recorded when crossing elF3f"/~
with WT mice is not associated with the production
of functionally abnormal spermatozoa and oocytes but,
instead, linked to an increased lethality of heterozygous
mice during development. The cause of the weakness
of heterozygous embryos and of the embryonic death
of the homozygous animals remains to be determined,
although we cannot exclude the possibility that, during
embryogenesis, eIF3f plays another function independent
of the protein synthesis regulation. To further define the
role of elF3f in the early embryo, it will be necessary
to examine the behaviour of blastocysts explants isolated
from eIF3f"'~ crosses in culture.

Figure 8. elF3f regulates the canonical protein synthesis pathway

A, total lysates from EDL, tibialis, gastrocnemius and soleus of heterozygous and WT mice (2—4 months of age) were
analysed by immunoblotting using the indicated antibodies. g-actin was used as a loading control. B, quantization
of immunoblots using MaGes (NIH). The phosphorylated proteins were reported in the context of total protein
levels. For each group, n = 8-12. C, immunoblots against ubiquitin from EDL, gastrocnemius, quadriceps, soleus
and tibialis muscles of WT and heterozygous mice (n = 6). Data represent the mean + SEM. Mann-Whitney test,

=P 005,22 <0, Ol = L= 0.00/1"
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Figure 9. Reducing elF3f exaggerates muscle mass loss and reduces protein synthesis during hindlimb

immobilization

A, representative image of a mouse subjected to unilateral strapping immobilization. 8, quadriceps muscle mass
variation during immobilization for 3, 7 and 14 days from WT and elF3f*~ mice at 4 months of age (n = 15).
Value of each measure was normalized to contralateral muscle. C, immunohistochemistry for laminin after 7 days
of immobilization and CSA variation of immobilized quadriceps muscles from WT and elF3f*/~ mice at 4 months
of age for 3, 7 and 14 days (n = 6 per group). The value of each measure was normalized to contralateral muscle.
D, western blot analysis for puromycin-labelled peptides during immobilization for 3, 7 and 14 days from WT
and elF3f*~ mice at 4 months of age (n = 10). CTL represents the non-immobilized contralateral muscle. Data
represent the mean & SEM. Mann-Whitney test, *P < 0.05, **P < 0.01.
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Figure 10. elF3f*/~ mice exhibit a decrease in the activation of the canonical protein synthesis pathway
and lower elF3f expression during hindlimb immobilization
A, western blot analysis of quadriceps muscle during immobilization for 3, 7 and 14 days from 4-month-old WT and
elF3ft/~ mice using antibodies directed against p-S6K1, S6K1, p-S6 and S6. CTL represents the non-immobilized
contralateral muscle (n = 10). B, western blot analysis of quadriceps muscle during immobilization for 3, 7 and
14 days from 4-month-old WT and elF3f!/ mice using antibodies directed against elF3f. CTL represents the
non-immobilized contralateral muscle (n = 10). Data represent the mean + SEM. Mann-Whitney test, *P < 0.05,
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Expression analysis of elF3f showed that the levels
of mRNAs and proteins in a variety of organs and
tissues were reduced in heterozygous mice to one-half
of that of the WT. This result indicates that there is
no compensatory mechanism facing the inactivation of
one elF3f allele. Using loss of heterozygosity and gene
copy number analysis, it has been demonstrated that
some cancer cells with a decreased eIF3f expression
display an allele loss of the eIF3f gene (Shi et al
2006; Bhattacharyya et al. 2008; Doldan et al. 2008).
This linear relationship between mRNA content and
protein expression could be a result of eIF3f, in that
elF3a, e and h are highly translationally controlled TOP
mRNAs (Meyuhas & Kahan, 2014). Indeed, skeletal
muscles, heart, liver and brain from our animals are in
non-regenerating, non-proliferating, differentiated states
and therefore, under these quiescent conditions, TOP
RNA is usually poorly translated (Thoreen et al. 2012;
Meyuhas & Kahan, 2014). In this regard, the induction
of protein synthesis following cardiotoxin injection in
tibialis, muscle loading or a diet/refeed episode stimulates
elF3fexpression in muscle (Docquier A, Pavlin L, Bernardi
H; unpublished data). However, lung and kidney display
a peculiar expression profile; indeed, lung exhibits the
highest mRNA expression, whereas the protein is not
over-expressed, and kidney expresses mRNA but 47 kDa
protein is undetectable, suggesting a tissue-specific protein
translation regulation.

Between 2 and 6 months of age, heterozygous mice,
independent of gender and genetic background (C57BL6/]
or Balb/C-N), weighed less than their WT littermates and
had a reduced lean body mass. With animal size being
unaffected, a reduction of body mass in elF3ft~ mice
could result from smaller size of specific organs. Biometric
measurements of organs at autopsy reveal that the mass of
skeletal muscles normalized to the body mass is reduced
in eIF3f™~ mice, whereas the mass of other organs is
not or hardly affected, suggesting that, for some tissues,
eIF3f haploinsuffiency may become rate limiting. Despite
the eIF3f down-regulation in all of the tissues analysed,
it is surprising that the mass of heart and non-skeletal
muscular tissues is either slightly (brain) or not affected
(liver, white adipose tissue). The cell type-specific activity
of this ambivalent factor can be suggested. A gain in
this factor causes apoptosis in proliferating cells and
hypertrophy in differentiated muscle cells, whereas a
loss causes malignancy in several cells and atrophy in
differentiated muscle cells (Marchione et al. 2013, 2015;
Sanchez et al. 2013). As reported previously for other eIF3
subunits, different interacting cofactors would explain a
such discrepancy in elF3f activity (Moretti et al. 2010;
Walter et al. 2012; Wen et al. 2012; Gutiérrez-Fernandez
et al. 2015).

Concerning muscle tissue, eIF3fis expressed in the heart
and its mass is slightly affected by eIF3f down-regulation
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regardless of gender. Numerous studies show that MTOR
signalling, and particularly the mTORCI complex, plays
an important role in embryonic cardiac development
and the maintenance of cardiac homeostasis during
adulthood. Moreover, MTOR deletion is associated with
cardiac dilatation and increased early mortality as a result
of cardiac dysfunction in mice (Sciarretta et al 2014).
Because the higher mortality of heterozygous eIF3f mice
remains to be explained, further studies investigating
cardiac morphology and function of our animal model
are needed to clarify the involvement of elF3f in cardiac
homeostasis.

In the present study, we report that eIF3f
down-regulation significantly decreases skeletal muscle
mass by reducing CSA without affecting fibre number
and the expression of fibre type-specific myosins. Similar
to heterozygous eIF3f mice, KO mice models for S6K1
show a decreased body mass, mainly explained by a
lean mass reduction, with a significant reduction of the
CSA of fibres, whereas fibre number and type remain
unchanged (Ohanna et al. 2005). Even if different pathways
appear to control fibre growth, MTOR, and particularly
S6K1, are mostly responsible for cell size in mammalian
skeletal muscle. In the present study, we show that mass
and CSA of slow, fast and mixed muscles are affected
by elF3f deficiency, whereas fibre type-specific myosin
expression is not, suggesting that eIF3f does not regulate
the expression of myosins. Because the protein synthesis
rates differ according to fibre type in rodents (Goodman
et al. 2011a), further investigations are needed to analyse
the fibre typology and size distribution of different muscle
types (fast and slow-twitch) and determine whether eIF3f
partial loss is associated with a preferential size reduction
according to fibre type in eIF3f*~ mice.

Skeletal muscle fibres are multinucleated structures
and thus muscle mass may also be affected by cell or
nuclear turnover. Because no changes in the total number
of muscle fibres and in Pax7 expression (Bernardi H;
unpublished data) were detected, we can rule out a
major impact of eIF3f reduction on cell proliferation.
Furthermore, the significant decrease in CSA without fibre
number change occurring in eIF3f/~ mice clearly suggests
that the reduced skeletal muscle mass results essentially
from a decrease in muscle fibre size.

Previous studies have demonstrated that eIF3f regulates
protein synthesis in C2C12 or satellite cells. In the present
study, we address the question of the impact of eIF3f
modulation on protein synthesis in animals. We show
that the number of ribosomes, global protein synthesis
rates and the MTOR signalling are reduced in all studied
muscles and, moreover, polysomal association is decreased
in gastrocnemius and quadriceps muscles. Recent data
indicate that mTORC1 may account for 30-50% of the
basal protein synthesis rate (Ogasawara et al. 2016; Jacobs
et al. 2019; Ogasawara & Suginohara, 2018; Goodman,
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Table 2. Microfluidic analysis of Beclin, Bnip3, Cathepsin L, Foxo1, Foxo3a, Gabarap L1, Lamp2a, LC3, MAFbx, MURF1, Parkin and
Ulk1 mRNA expression in EDL, gastrocnemius, quadriceps, soleus and tibialis muscles from WT and heterozygous mice

Fluidigm EDL Gastrocnemius Quadriceps Soleu§ . Tibialis

e elF3ft/t/elF3f/~ elF3ft/*/elF3ft/— elF3ft/+/elF3ft/— elF3ft/*/elF3ft/- elF3ft/elF3ft/-
PCR analysis 2-8Act SEM 2-AACt SEM 2-AACt SEM 2-0ACt SEM 2-4act SEM
Beclin1 0.99 0.07 0.73 0.17 0.91 0.08 1.06 0.1 1.29 1.02
BNIP3 1.03 0.08 0.83 0.08 0.92 0.05 0.99 0.26 1.03 0.98
Cathepsin L 0.98 0.05 0.85 0.02 0.95 0.13 0.97 0.03 1.16 1.01
FoxO1 0.98 0.04 1.05 0.07 0.86 0.05 0.95 0.05 1.25 1.03
FoxO3a 1.88 0.50 0.70 0.19 1.00 0.10 0.99 0.04 1.36 1.02
Gabarap L1 0.95 0.01 0.98 0.05 0.87 0.18 1.04 0.26 1.07 1.02
Lamp2a 0.93 0.02 0.95 0.07 0.94 0.06 1.09 0.30 1.1 0.99
LC3 0.98 0.06 0.91 0.12 0.93 0.24 0.98 0.03 1.17 1.00
MAFbx 1.10 0.14 1.51 0.92 0.87 0.12 1.01 0.04 1.25 1.06
Mul1 0.91 0.01 0.94 0.12 0.90 0.04 0.98 0.14 1.03 0.94
MuRF1 1.04 0.05 0.76 0.01 0.92 0.03 1.02 0.01 1.30 1.05
Parkin 0.98 0.01 0.72 0.32 0.97 0.06 1.18 0.23 1.24 1.04
ULK1 0.93 0.03 0.86 0.06 0.95 0.03 0.87 0.19 1.55 1.08

GAPDH housekeeping gene was used as a control. Data were analysed using the 2-24% method representative of fold change in the

WT relative to the elF3f*/~ mice. Six replicates of each reaction were performed.

2019). Similar results are observed in eIF3f*/~ mice
and support an association of mTORCI and elF3f in
the regulation of protein synthesis (Csibi et al. 2008).
Because heterozygous mice are not completely depleted
in elF3f, basal protein synthesis could be associated with
the remaining expression of eIF3f. To fully address this
point, the development of an inducible muscle-specific
elF3f KO mouse model will be necessary. However, the
proportion of basal protein synthesis not affected by
rapamycin treatment reported in several studies implies
a supplementary regulation by mTORCI independent
mechanisms (Goodman, 2019). It is interesting to note
that eIF3f expression correlates with the protein synthesis
rate, which differs between muscle types. Fast-twitch
muscles with reduced basal protein synthesis rates,
such as EDL and tibialis, express less elF3f compared
to slow-twitch muscles such as soleus, which presents
a higher protein turnover (Goodman et al. 2012). The
results obtained in the present study confirm that e[F3f
acts as a scaffold protein that interconnects MTOR with
S6K1. Its down-regulation in eIF3f™" mice leads to a
decrease in S6K1 activation and phosphorylation of S6,
resulting in an impaired protein synthesis and finally
muscle mass reduction. The fact that the diminution of
elF3f expression is associated with an inhibition of both
S6K1 and 4E-BP1 signalling suggests that eIF3f could
also act as a binding bridge between MTOR and 4E-BP1,
thereby facilitating the phosphorylation of 4E-BP1. The
proximity of S6K1 and 4E-BP1 binding sites on MTOR
could allow the interaction of the latter with eIF3f/MTOR
complex (Marabita et al. 2016). The results obtained in the
present study indicate that protein synthesis rate is reduced

© 2019 The Authors. The Journal of Physiology © 2019 The Physiological Society

by ~50% and protein content by ~30%, whereas muscle
mass is only decreased by 15%. With skeletal muscle being
composed of ~20% proteins, an alteration of protein
synthesis cannot be fully representative of muscle mass.
Protein synthesis rate is representative of translationally
active RNA messengers during the time of puromycin
injection (30 min) and variations of such translated
proteins do not necessarily impact global protein content,
explaining the differences observed between protein
synthesis and protein content. In relation to the MTOR
signalling, a difference between muscle protein synthesis
and muscle mass could reflect that the regulation of
protein synthesis associated with mTORCI complex
contributes in a moderate way to the maintenance of
muscle mass (Goodman, 2019). Using a muscle-specific
raptor KO mouse, Bentzinger et al (2008) found a
4-19% reduction in muscle mass similar to the muscle
mass reduction observed in elF3F"/~ mice, supporting a
moderate but effective contribution of MTOR/elF3f inter-
action in basal skeletal muscle mass of heterozygous mice.

With muscle mass homeostasis resulting from a delicate
balance between protein synthesis and degradation, a
difference between protein synthesis rate and muscle
mass can also result from altered protein breakdown
pathways. Gene expression analysis by fluidic quantitative
real-time PCR analysis using specific primers for
ubiquitin-proteasome and autophagic pathways indicated
no significant change in RNA expression in eIF3f"/~ mice
(Table 2). With the ubiquitin proteasome system being the
major regulatory mechanism of skeletal muscle atrophy,
there is no difference in the ubiquitination levels of muscles
in heterozygous mice compared to WT mice (Fig. 8C).
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During mechanical unloading, there are alterations in
protein turnover, with a reduced rate of protein synthesis
being a distinctive feature of muscle atrophy in rodents and
humans (Goodman et al. 20115; Bodine, 2013; Wall & van
Loon, 2013). Several studies have shown that some types of
immobilization can induce decreases in MTOR signalling
and protein synthesis (Hornberger et al. 2001; You ef al.
2010; Kelleher et al. 2014). In the present study, we report
that unilateral hindlimb immobilization by strapping
decreases muscle mass and rate of protein synthesis, at the
same time as increasing MTOR activity. These findings
are in agreement with the results reported by You ef al.
(2015), using a microfuge tube for immobilization, and
consistent with the fact that activation of MTOR helps to
alleviate the atrophic effect of muscle unloading. Similarly,
immobilization studies conducted in humans reveal a
decrease in muscle mass and in the rates of protein
synthesis without any change in MTOR signalling (de Boer
et al. 2007; Glover et al. 2008; Marimuthu, 2011).

From the results obtained in the present study, it appears
that, in response to immobilization, elF3f heterozygous
mice have a greater decrease in protein synthesis associated
with a reduction in MTORCI activation, resulting in
muscle atrophy. It is interesting to note that Lang
et al. (2012) found no acceleration of atrophy in
the gastrocnemius muscle following immobilization of
MTOR™~ mice. This discrepancy can be attributable to
the different signalling pathways affected in MTOR and
eIF3f heterozygous mice (Moretti et al. 2010; Marchione
et al. 2013; Shimobayashi & Hall, 2014; Martin et al.
2017; Saxton & Sabatini, 2017; Hodson & Philp, 2019).
Furthermore, given that the expression level and the
activity of eIF3f were not determined in MTOR'~ mice,
a compensatory response of elF3f cannot be excluded.

It should be noted that the immobilization technique
was different between protocols and could explain the
differential response observed. By contrast to Lang et al.
(2012), the technique used in the present study enabled
ankle mobility to avoid circulatory issues linked to strap
casting. Thus, the muscles implicated in this mobility,
such as soleus and gastrocnemius, could conserve a slight
degree of mobility that limits the atrophic response. A
difference in the acceleration of atrophy can be also related
to muscle type. The study by Lang et al. (2012) used gastro-
cnemius, a postural muscle thatis stimulated continuously
by acceleration as a result of gravity when awake. This
muscle displays a fibre type composition that is different
from that of the quadriceps. Measurements of muscle
mass and CSA during immobilization of several muscles
of the leg show that quadriceps muscle from eIF3f"/~
mice exhibits the most prominent acceleration of muscle
mass loss compared to gastrocnemius (46% at day 14 vs.
+39%, respectively) and there is no significant acceleration
increase in slow-twitch soleus muscle (Pavlin L, Bernardi
H; unpublished data). This suggests that the acceleration
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of atrophy mediated by elF3f depletion may depend of
fibre type. Noteworthy, the inverse link between eIF3f
expression level in quadriceps, gastrocnemius and soleus
muscles (Fig. 4B) and the accelerated atrophic response to
immobilization confirms the anti-atrophic properties of
elF3f.

Skeletal muscle mass is maintained by a delicate balance
between protein synthesis and protein degradation, and
several studies have reported that muscle atrophy, in
a variety of pathophysiological settings, implicates
an acceleration of the rate of protein degradation
(Krawiec et al. 2005; Bodine, 2013). Because elF3f
is a substrate of MAFbx, it has been suggested that
this E3 ligase could control protein synthesis via its
regulation of eIF3f. However, muscles from MAFbx~/~
mice are not larger than normal and expression of
eIF3f is not increased in MAFbx null mice (Bodine,
2013). Additionally, heterozygous eIF3f mice in normal
condition display no change in proteasome/autophagy
activation (Fig. 8C and Table 2). These results suggest
that eIF3f is not involved in the regulation of proteasome
under physiological conditions. During mechanical
unloading, the primary degradation pathway activated
is the ubiquitin proteasome pathway (Taillandier et al.
1996). The rapid rise in the expression of MAFbx can
be associated with the degradation of elF3f, further
reducing S6K1 phosphorylation in heterozygous mice
and contributing to the decreased muscle mass. Despite
the potential role of protein degradation, our results
clearly demonstrate that eIF3f via MTOR positively
regulates protein synthesis signalling and muscle mass
in both normal and immobilized mice, and further
studies are required to provide a better understanding
of the potential interactions between eIF3f and catabolic
pathways during disuse.

elF3f~ mice are developmental mouse models and
the phenotype observed could be linked to the impact
of reduced elF3f levels during development and not
an action on adult fully developed muscle. Of note,
2-month-old young mice show impaired muscle mass
and protein synthesis and inhibition of the MTORC1
signalling pathway, not excluding an embryonic and/or
postnatal role of elF3f. The use of heterozygous elF3f
mice in a growth model such as a synergistic ablation
or immobilization—recovery episode should better define
the impact of elF3f during muscle regrowth.

In summary, generation, crossing and phenotypic
analysis of heterozygous eIF3f"~ mice establishes
the physiological importance of eIF3f for embryonic
development and skeletal muscle homeostasis. This factor
is essential for normal development and its absence
leads to embryonic lethality at a post-implantatory stage.
Heterozygous mice are viable and fertile, although their
musculature is reduced and more prone to atrophy during
unloading. These muscular defects are associated with

© 2019 The Authors. The Journal of Physiology © 2019 The Physiological Society
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decreases in protein synthesis and MTOR signalling,
confirming the essential role of eIF3f for the regulation of
protein synthesis. Future functional and metabolic studies
using this animal model will widen the scope of our under-
standing of the mechanisms involved in the regulation of
muscular mass.
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Synthése

La création de modéles animaux invalidés pour le gene elF3f révele en premier lieu que la déplétion
totale du gene conduit a la nécrose des embryons a un stade précoce. L'expression de ce facteur
d’initiation de la traduction est ainsi nécessaire au développement embryonnaire chez la souris. En
revanche, I'invalidation partielle du géne chez les souris hétérozygotes KO (elF3f +/-) n’altére ni le
développement, ni la fertilité, indiquant que la présence d’une seule copie du gene est suffisante pour
assurer le développement normal des animaux. Les souris hétérozygotes présentent a la fois une
expression protéique de elF3f diminuée de moitié dans le muscle strié squelettique ainsi qu’une
diminution de la synthése protéique avec une inhibition de la voie associée a mTOR sans activation du
systeme ubiquitine-protéasome ou de I'autophagie. Il est intéressant de noter qu’il existe une relation
linéaire entre les niveaux d’expression de ’ARNm et de la protéine elF3f chez ces animaux, indiquant

qu’il n’existe pas de processus compensatoire a I'invalidation d’un seul alléle.

La caractérisation phénotypique des souris elF3f +/- montre que la déplétion partielle en elF3f entraine
une diminution de la masse corporelle des animaux provenant principalement d’une réduction de la
masse musculaire. Les muscles des souris elF3f +/- présentent une diminution de la surface de section
sans que le nombre de fibres ou la typologie ne soient affectés. Ainsi, la diminution d’expression de
elF3f altere la croissance musculaire en diminuant I'activité de synthese protéique dépendante de
MTORC], réduisant le contenu protéique sans modifier I'activité de dégradation a I'état basal. Cette
diminution de la synthése protéique s’accompagne d’une réduction du nombre de ribosomes.
L’association de ceux-ci en polysomes est aussi diminuée dans les muscles des souris hétérozygotes
comme les gastrocnémiens et le quadriceps. La biogenése des ribosomes étant en partie dépendante
de MTORC], le partenariat de ce complexe avec elF3f semble aussi jouer un réle dans la synthése de

ces organites cellulaires indispensables a la synthése des protéines in vivo.

Les données issues de la littérature suggerent que I'activité de MTORC1 est responsable de 30 a 50%
du flux de synthése protéique a I’état basal'*®309301 |’expression résiduelle de elF3f chez les souris
hétérozygotes permet ainsi a une partie de l'activité de synthése dépendante de MTORC1 d’étre
conservée. On sait en revanche que des mécanismes indépendants de cette voie de signalisation
assurent une part non négligeable du flux de synthése que le modeéle partiellement invalidé pour elF3f
ne permet pas d’étudier. Une expérimentation utilisant la rapamycine, ou encore la mise au point d’un
modeéle homozygote invalidé pour elF3f, inductible et spécifique du muscle strié squelettique,
permettrait de clarifier la part des mécanismes dépendants et indépendants de MTORC1 ainsi que

I’étude plus approfondie du réle de elF3f dans le taux de synthése protéique a I'état basal.
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Chez les souris hétérozygotes, la réduction du flux de synthése a I’état basal est associée a une
diminution de I'activation de S6K1 et de la phosphorylation de rpS6. Ces résultats confirment le role
de elF3f comme protéine échafaudage permettant I'interaction entre MTORC1 et S6K1. La déplétion
partielle en elF3f induisant aussi une inhibition en lien avec la voie signalétique impliquant 4EBP1, on
ne peut alors exclure un role de elF3f dans I'interaction entre MTORC1 et ce sous-effecteur. Au vu de
la proximité des sites de liaison de S6K1 et 4EBP1 avec la protéine mTOR, il est possible que elF3f
favorise aussi la phosphorylation de 4EBP1 en rapprochant MTORC1 du site d’interaction. Par ailleurs,
les voies de dégradation analysées dans cette étude montrent que l'inhibition partielle de elF3f
n‘impacte ni 'activité du systeme ubiquitine-protéasome, ni I'autophagie. A I'état basal, I'étude du
modele de souris elF3f +/- confirme ainsi que elF3f détient principalement un réle dans la régulation

de la synthése protéique associée a MTORC1.

L’hypoactivité induit principalement la réduction de I'activité de synthése protéique, déja perceptible
apres 6 heures d’'immobilisation, et provoque un déséquilibre entre le taux de synthese et le taux de
dégradation protéique. Ainsi, la principale voie de synthése qu’est la voie PI3K/Akt/mTOR est sensible
a l'inactivité physique et donc a I'immobilisation. Lorsqu’elle est altérée, elle ne contrebalance plus
I'activité de dégradation et ’homéostasie de la masse musculaire est perturbée®”. Les différentes
durées d’'immobilisation montrent une atrophie progressive des muscles privés de cycles étirement-
raccourcissement comme ceux impliqués dans la mobilité du genou tel que le quadriceps, dont
I'articulation est bloquée par la structure rigide apposée. Le maintien en position raccourcie, en
I’'absence de tension passive d’'un muscle comme le quadriceps favorise la perte d’intégrité de ses

sarcomeéres®®

et donc la perte de masse. La réduction de la surface de section du quadriceps aprés
seulement 3 jours d’'immobilisation confirme que la perte en volume des fibres intervient de facon

précoce.

La mise en décharge mécanique du muscle adulte provoque ainsi la réduction de la masse musculaire
et de la surface de section des fibres par diminution du taux de synthése protéique. Chez les animaux
sauvages, I'immobilisation diminue le flux de synthése et augmente simultanément 'activité de mTOR
et de ses sous-effecteurs pour lutter contre I'atrophie induite. L'expression de elF3f est induite de
fagcon concomitante au cours de la mise en décharge, mais chez les souris elF3f +/-, cette réponse a
I'immobilisation est altérée, avec une réduction de I'expression de elF3f induite et de I'activation de
MTORC1 menant a la diminution drastique du flux de syntheése par rapport aux animaux sauvages.
L'immobilisation provoque aussi I’activation rapide du systéeme ubiquitine-protéasome et I'expression
de MAFbx. Cette induction de 'ubiquitine ligase pourrait étre responsable de la dégradation de elF3f

par le protéasome contribuant a réduire consécutivement l'activation de S6K1. Cette part de
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dégradation protéique induite par 'immobilisation pourrait donc aussi expliquer la sensibilité accrue

des animaux hétérozygotes a |’atrophie induite par hypoactivité.

Ces résultats soulignent ainsi plusieurs éléments contribuant a la compréhension des mécanismes

régulant la balance protéique musculaire :

e Laprésence d’au moins un alléle du géne elF3f est nécessaire au développement précoce des

embryons et a leur viabilité.

e La présence des deux alleles du géne elF3f est nécessaire a l'intégrité de la croissance

musculaire au cours du développement.

e A l'état basal, I'expression de elF3f assure la synthese des ribosomes et le flux de synthése

protéique associé a MTORC1 mais n’impacte pas la dégradation protéique.

e En condition d’hypoactivité, I'expression de elF3f permet de lutter contre la diminution de la

masse musculaire et de la surface des fibres.

e En condition d’hypoactivité, I'expression de elF3f est induite et permet de lutter contre la

diminution du flux de synthése par le biais de MTORC1 et de ses sous-effecteurs.
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Etude #4 : Effets fonctionnels et métaboliques de la déplétion partielle en elF3f

Pour déterminer I'impact de la baisse du niveau d’expression de elF3f sur les capacités fonctionnelles,
la force, 'endurance et le métabolisme des souris hétérozygotes KO (elF3f +/-) élevées au laboratoire

ont été étudiés a I’age adulte.

Rationnel scientifique et hypotheéses

La voie MTORC1 joue de nombreux roles dans la cellule musculaire et notamment dans le
métabolisme*®. Le muscle squelettique est le principal site d'absorption du glucose aprés la prise
alimentaire et en réponse a l'insuline. MTORC1 joue ainsi un role essentiel dans I'homéostasie du
glucose en ajustant la cascade d'action de I'insuline par I'intermédiaire de la signalisation associée a
Akt dans différents tissus, y compris le tissu adipeux et le foie?®#>41%, Des perturbations dans I'activation
de MTORC1 entrainent des changements métaboliques majeurs dans tout I'organisme, pouvant mener
a l'intolérance au glucose, a la résistance a l'insuline et contribuant donc a I'apparition d’un diabete de
type 2 et a l'obésité!*, Par ailleurs, un mauvais contréle de I’équilibre énergétique au sein de la cellule
musculaire est impliqué dans de nombreux cas de dystrophies musculaires et joue un réle critique dans

les maladies métaboliques?®3%6.

La voie associée a MTORC1 est impliquée dans la biogenése des mitochondries au travers de plusieurs
mécanismes impliquant notamment son sous-effecteur 4EBP1%>. MTORC1 contrdle également le
métabolisme énergétique en stimulant I'activité de plusieurs acteurs clés tels que PGCla, régulateur
majeur de la biogenése mitochondriale*'. Les mitochondries sont responsables de la majorité de la
production d’ATP dans la cellule et jouent un role critique dans la balance énergétique et la régulation
du stress oxydant?®. L'inhibition de la protéine mTOR entraine une dysfonction mitochondriale et la
diminution des capacités de production d’ATP?”%2> Au niveau moléculaire, la baisse d’activité de mTOR
engendre l'inhibition préférentielle de la traduction d'un sous-ensemble d'ARNm cellulaires qui codent

pour des protéines mitochondriales, y compris les composants de la chaine respiratoire?®.

L'invalidation inductible de mTOR dans le muscle squelettique adulte conduit a des perturbations du
métabolisme incluant une altération de la capacité oxydative et une dérégulation mitochondriale chez
la souris?®3#¢. La mutation entraine par ailleurs une augmentation de la consommation de glucose a
I’état basal et une accumulation de glycogéne dans le muscle strié squelettique!®. Dans les cellules
musculaires squelettiques des souris RAmKO, l'inactivation de la protéine RAPTOR du complexe
MTORC1 conduit a l'inhibition de I'expression de genes codant pour des protéines régulant le

métabolisme du glucose et |'oxydation des acides gras?. Les souris RAmKO affichent également une
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dépense énergétique quotidienne plus élevée en lien avec une surexpression des protéines
découplantes UCP2 et UCP3, diminuant I'efficacité de la production d’ATP dans la mitochondrie!*. On
observe aussi chez ces souris une réduction du nombre de mitochondries dans les muscles
squelettiques et une moindre capacité oxydative que I'expression transgénique de PGCla permet de

restaurer?’.

Par ailleurs, dans le modeéle de souris inductible mTOR-, Risson et al. ont mis en évidence une altération
des propriétés contractiles indépendante de la typologie musculaire. Chez ces souris présentant une
atrophie progressive, les capacités de production de force apparaissent nettement plus impactées que
la masse musculaire®*®. De facon surprenante, les muscles des souris RAMKO présentent des propriétés
contractiles moins altérées que les souris mTOR-3*¢. Chez les souris RAMKO, le soléaire, muscle lent,
conserve ses capacités de production de force tandis que le tibialis, a typologie rapide, présente une

perte de force importante34®

. Il apparait alors que mTOR et RAPTOR ont un impact différent sur
I'intégrité du muscle sans que les mécanismes sous-jacents de cette disparité ne soient élucidés :
I'invalidation de mTOR entraine aussi la perte de protéines structurales dans le muscle menant a une

myopathie sévére alors que ce phénotype n’est pas retrouvé chez les souris RAMKO346,

Une altération de la voie de signalisation associée a MTORC1 pourrait ainsi avoir un impact sur le
métabolisme et la contractilité du tissu musculaire des souris elF3f +/-. Le premier objectif de cette
étude est ainsi de caractériser les effets d’une croissance musculaire altérée par la déplétion partielle
en elF3f sur la physiologie des souris elF3f +/- en comparaison a des animaux sauvages (elF3f +/+) a
I’age adulte (6 mois). L’hypothése principale de cette étude est que la déplétion en elF3f chez ces
animaux se traduit par une réduction des capacités de production de force en lien avec la perte de
masse musculaire. Les hypothéses secondaires de ce travail sont que les animaux partiellement
invalidés (i) présentent une diminution d’aptitudes fonctionnelles (ii) et de capacité aérobie (iii) qui
s’accompagne de modifications d’ordre métabolique (iv) impactant l'utilisation des différents
substrats énergétiques. La vérification de ces hypothéses permettra de caractériser les impacts
fonctionnels et métaboliques liés a la déplétion en elF3f in vivo et de mieux cerner les roles de ce

facteur d’initiation de la traduction dans la fonctionnalité du tissu musculaire et de son métabolisme.

Implication personnelle

J'ai personnellement participé a la conception et a la mise en place des expérimentations, a la
rédaction de la demande d’autorisation de protocoles expérimentaux pour la saisine APAFIS, a la
gestion des lignées pour la production du nombre d’animaux nécessaires, au suivi de la prise

alimentaire et de la température corporelle, a I'analyse des capacités fonctionnelles des souris, a la
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dissection et au prélévement des tissus, a la mesure de la tolérance au glucose et a l'insuline, a
I’évaluation de la contractilité ex-vivo, a la quantification des ARN messagers et des expressions
protéiques, a I'acquisition et au traitement des données ainsi qu’a la rédaction de I'article dont je suis

le premier auteur.

L'analyse des données et la rédaction de cet article sont en cours de finalisation.

Résultats

Distribution des fibres

Les souris elF3f +/- présentent une diminution de leur masse musculaire (-7% chez les femelles et -8%

chez les males) décrite dans I’étude précédente. Cette diminution s’explique par une surface de section

des fibres réduite (-26% pour le soléaire et -17% pour I'EDL) tandis que le nombre de fibres n’est pas
affecté. La typologie des muscles étudiée précédemment ne montre pas non plus de différence
significative au regard de I'expression des chaines lourdes de myosine. Dans cette étude, nous avons
choisi de compléter la caractérisation du phénotype musculaire des souris hétérozygotes en analysant
la distribution des fibres sur un muscle lent tel que le soléaire et un muscle rapide comme I'EDL. La
distribution des fibres par leur taille (Figure 1) indique une réduction du nombre de fibres de gros

calibre au profit des fibres de plus petit diametre a la fois dans le soléaire (Figure 1A) et dans I'EDL

(Figure 1B).
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Figure 1 : Distribution des fibres par leur taille dans (4) le soléaire et (B) I'EDL des souris elF3f +/- en
comparaison a leurs homologues sauvages elF3f +/+ (n=6 par génotype). Les données sont présentées en
moyenne = SEM. * : p < 0,05 ; **: p < 0,01 et ***: p < 0,001.
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Capacités fonctionnelles

Au regard des modifications phénotypiques observées chez nos animaux hétérozygotes, nous avons
choisi d’évaluer leurs capacités fonctionnelles. Chez la souris, on évalue principalement les aptitudes
physiques par la force maximale de préhension, la vitesse maximale aérobie et le temps limite. Ces
données pouvant étre influencées par I'activité naturelle des animaux, et nous avons choisi d’évaluer
en premier lieu I'activité spontanée des souris sauvages et elF3f +/-. Les souris n’ont pas montré de
différence d’activité spontanée mesurée sur roues d’activité, avec en moyenne 2836,5 * 396.1 tours
de roue quotidiens pour les souris sauvages contre 2823,9 + 236,2 tours pour les souris elF3f +/-
(p>0,05, n=6 par génotype). L’analyse des capacités fonctionnelles révele que les souris elF3f +/-
présentent une force maximale de préhension diminuée d’environ 6% (Figure 2A). Le test de vitesse

maximale aérobie (VMA) ne montre pas de différence entre les génotypes (Figure 2B).
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Figure 2 : Evaluation (A) de la force maximale de préhension, (B) de la vitesse maximale aérobie (VMA), et (C) de la
capacité d’endurance des souris elF3f +/- en comparaison a leurs homologues sauvages elF3f +/+ (n=6 par
génotype). Les données sont présentées en moyenne = SEM. * : p < 0,05.
En revanche, les souris partiellement invalidées montrent une nette réduction de leur capacité a
maintenir un effort d’endurance a 70% de leur VMA (Figure 2C). Lors de ce test, les souris elF3f +/- ont
présenté une fatigue précoce avec une incapacité totale a courir au bout de 22,1 * 3,8 minutes alors

gu’il fallait en moyenne 39,2 * 4,9 minutes avant que les souris sauvages ne montrent des signes

d’épuisement.
Propriétés contractiles

Pour étudier I'effet de la déplétion en elF3f sur les propriétés biomécaniques des muscles et

comprendre le défaut de résistance a la fatigue des souris hétérozygotes, nous avons choisi d’analyser
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les propriétés contractiles ex-vivo sur les muscles soléaire et EDL. Parmi les parametres étudiés, la
relation force-fréquence décrit les capacités de production de force du muscle soumis a une
stimulation incrémentale. Les souris elF3f +/- montrent une diminution de la force maximale produite

a la fois pour le soléaire (Figure 3A) et pour I'EDL (Figure 3B).
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Figure 3 : Relation force-fréquence (A) du muscle soléaire et (B) de I'EDL des souris elF3f +/- en
comparaison a leurs homologues sauvages elF3f +/+ (n=10 par génotype). Les données sont présentées en
moyenne = SEM. * : p < 0,05 et ** : p < 0,01.

Néanmoins, lorsque la force produite est rapportée a la masse respective des muscles, les capacités

de production de force spécifique du soléaire (Figure 4A) et de I'EDL (Figure 4B) ne différent pas entre

les génotypes.
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Figure 4 : Force spécifique (A) du muscle soléaire et (B) de I'EDL des souris elF3f +/- en comparaison a leurs
homologues sauvages elF3f +/+ (n=10 par génotype). Les données sont présentées en moyenne + SEM.
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La résistance a la fatigue du soléaire et de I'EDL est présentée en Figure 5. Le temps correspondant a

une diminution de 50% de la force initiale (F50%) apparait diminué chez les souris elF3f +/- mais cette

tendance n’est significative ni pour le soléaire (p=0,11), ni pour I'EDL (p=0,14).
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Figure 5: Résistance a la fatigue évaluée par le temps correspondant a une perte de 50% de la force
initiale (F50%) du soléaire (a gauche) et de I'EDL (a droite) des souris elF3f +/- en comparaison a leurs
homologues sauvages elF3f +/+ (n=10 par génotype). Les données sont présentées en moyenne + SEM.

Meétabolisme basal

La performance en endurance étant aussi sous l'influence des capacités d’apport énergétique, le

métabolisme basal des souris sauvages et elF3f +/- a été évalué par cages métaboliques. Les échanges

gazeux en dioxygéne (Figure 6A) et en dioxyde de carbone (Figure 6B) apparaissent augmentés chez

les souris hétérozygotes en comparaison avec leurs homologues sauvages. Le rapport entre le CO;

produit et 'O, consommé définit le coefficient d’échange respiratoire (RER). Les souris elF3f +/-

présentent un RER diminué comparé au souris sauvages (Figure 6C).
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Figure 6 : Evaluation des échanges gazeux (4) en dioxygéne (O2) et (B) en dioxyde de carbone (COz) permettant de calculer
(C) le coefficient d’échange respiratoire (RER) des souris elF3f +/- en comparaison a leurs homologues sauvages elF3f
+/+ (n=06 par génotype). Les données sont présentées en moyenne + SEM.* : p < 0,05 et *** : p < 0,001.
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A partir de ce coefficient d’échange respiratoire, il est possible d’estimer I'utilisation des principaux
substrats. La production d’énergie par les différentes voies métaboliques ne requiert pas le méme
apport en oxygene : |'oxydation des carbohydrates produit autant de CO, qu’elle nécessite d’O,,
menant a un RER = 1, tandis que I'oxydation des lipides rejette une quantité de CO, équivalente a 0,7
fois la quantité d’O, consommé, abaissant le RER. La diminution du coefficient d’échange respiratoire
chez les souris elF3f +/- suggére donc une oxydation préférentielle des lipides pour parvenir a la

production d’ATP (Figure 7).
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Figure 7 : Utilisation des substrats énergétiques chez les souris elF3f +/- en comparaison a leurs
homologues sauvages elF3f +/+ (n=6 par génotype).

Les cages métaboliques permettent également d’estimer la dépense énergétique quotidienne des
animaux. Sur 24 heures, la dépense énergétique apparait équivalente entre les génotypes (Figure 8A).
Cependant, le métabolisme de base étant directement relié a la masse corporelle, les souris elF3f +/-
affichent une dépense énergétique supérieure aux souris sauvages lorsque celle-ci est rapportée a leur
poids (Figure 8B).
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Figure 8 : Evaluation (A) de la dépense énergétique globale puis (B) rapportée a la masse
corporelle des souris elF3f +/- en comparaison a leurs homologues sauvages elF3f +/+ (n=6 par
génotype). Les données sont présentées en moyenne = SEM.* : p < 0,05 et ** : p < 0,01.
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Meétabolisme glucidique

Le métabolisme basal montrant une altération de |'utilisation des carbohydrates au profit des substrats
lipidiques, le métabolisme glucidique des souris elF3f +/- a été évalué par un test de tolérance au
glucose (OGTT) et par un test de tolérance a l'insuline (ITT). A I'état basal, aucune différence de
glycémie n’a été mise en évidence entre les génotypes méme si la glycémie a jeun présente une

tendance (p = 0.09) a étre moins élevée chez les souris hétérozygotes (Figure 9).
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Figure 9 : Evaluation de la glycémie des souris elF3f +/- nourries (Fed) puis mises a jeun
(Fasted) en comparaison a leurs homologues sauvages elF3f +/+ (n=06 par génotype).

Lors du test de tolérance au glucose, les souris elF3f +/- n’ont pas montré de différence dans la phase
d’augmentation de la glycémie comparé aux animaux sauvages (Figure 10A). En revanche, la

diminution de la glycémie apparait plus rapide chez les souris hétérozygotes (Figure 10B).
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Figure 10 : Evolution (4) de la glycémie au cours du test de tolérance au glucose permettant (B) le calcul de
l’aire sous la courbe pour les souris elF3f +/- et leurs homologues sauvages elF3f +/+ (n=6 par génotype).
Les données sont présentées en moyenne = SEM. ** : p < 0,01.
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Lors du test de tolérance a I'insuline, la réponse glycémique des souris elF3f +/- est significativement
différente des animaux sauvages (Figure 11A). Les souris elF3f +/- présentent ainsi une moindre

diminution de la glycémie au regard de I'aire sous la courbe (Figure 11B).
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Figure 11 : Evolution (A) de la glycémie au cours du test de tolérance a ’insuline permettant (B) le calcul de

"aire sous la courbe pour les souris elF3f +/- et leurs homologues sauvages elF3f +/+ (n=6 par génotype).
Les données sont présentées en moyenne + SEM. ** : p < 0,01.

Marqueurs métaboliques

Pour comprendre les différences métaboliques des souris elF3f +/-, plusieurs marqueurs métaboliques
ont été quantifiés par PCR en temps réel pour les muscles gastrocnémiens, a phénotype mixte (Table
1). Uexpression des ARNm étudiés a été rapportée a un invariant, le géne de ménage codant pour la
protéine rpS9 (ribosomal protein S9). Les données ont été analysées par la méthode du 2725 reflétant

les variations d’expression des ARN messagers entre les animaux sauvages et hétérozygotes.

Real-time elF3f */- / elF3f */+

PCR analysis 2 AACt SEM
ATP Synthase 1,19 0,18
COX IV 0,97 0,11
GLUT4 0,95 0,21
Hexokinase 2 0,90 0,32
UCP3 2,08* 0,13

Table 1. Analyse par PCR en temps réel de I'expression des ARNm codant pour I’ATP Synthase,
COX IV, GLUT4, Hexokinase 2 et UCP3 dans les muscles gastrocnémiens des souris sauvages et

hétérozygotes (n=8 par génotype). Trois réplicats de chaque réaction ont été réalisés. * : p<0,05.
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Parmi les ARN messagers étudiés, seule I'expression de '’ARNm codant pour la protéine UCP3
(Uncoupling Protein 3) est augmentée chez les souris présentant une déplétion partielle en elF3f. En
comparaison avec les souris sauvages, I'expression de cet ARNm est doublée chez les souris elF3f +/- .
A partir de ces résultats, I'expression de certains marqueurs métaboliques comme PGCla et GLUT4 a
aussi été quantifiée par Western Blot a partir des muscles gastrocnémiens des souris elF3f +/- et
sauvages. Parmi les marqueurs étudiés, seule la protéine UCP3 apparait 5 fois surexprimée chez les

souris hétérozygotes (Figure 12).
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Figure 12: Expressions protéiques de PGC-1a, GLUT4 et UCP3 dans les gastrocnémiens des souris elF3f +/- et leurs
homologues sauvages elF3f +/+ (n=6 par génotype). Les données sont présentées en moyenne £ SEM. *** : p < 0,01.

Parmi les éléments déterminant I'activité du métabolisme oxydatif, la citrate synthase (CS) catalyse la
réaction irréversible de formation du citrate et de libération de la coenzyme A a la 1% étape du cycle
de Krebs, ou elle engage la voie métabolique de production d’ATP par oxydation des substrats. La CS
est considérée comme un marqueur de la masse mitochondriale et permet d’évaluer la capacité
oxydative du tissu musculaire. L’activité de la CS a été quantifiée dans les muscles gastrocnémiens des

souris elF3f +/- et elF3f +/+ mais ne semble pas affectée par I'expression de elF3f (Figure 13).
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Figure 13: Activité de la citrate synthase dans les gastrocnémiens des souris elF3f +/- et leurs
homologues sauvages elF3f +/+ (n=8 par génotype). Les données sont présentées en moyenne + SEM

Synthese

Les souris hétérozygotes présentent une altération de la croissance musculaire menant a la réduction
de la masse musculaire atteinte a I’dge adulte. Cette diminution de la quantité du tissu musculaire est
reflétée par une réduction de la surface de section des fibres. La distribution par taille de fibres montre
la diminution voire I'absence de fibres de gros calibre aussi bien dans 'EDL que dans le soléaire. La
masse et la surface de section du soléaire sont davantage impactées par la déplétion en elF3f ou la
réduction des fibres de gros calibre se fait au profit des fibres de petit diametre dont le nombre est
fortement augmenté chez les souris hétérozygotes. L'EDL est en revanche plus affecté par la disparition
des fibres de gros diametre cette fois-ci au profit des fibres de moyen calibre, expliquant que la

réduction globale de la surface de section soit moins importante dans I'EDL que dans le soléaire.

La diminution de la masse maigre des souris hétérozygotes, d’en moyenne 7%, est associée a une
moindre force de préhension comparée aux souris sauvages. La masse et la fonction musculaire ne
sont pas toujours proportionnelles, mais il apparait ici que I'amplitude de la réduction de la quantité
de tissu est corrélée a la diminution de la force maximale. En revanche, la différence de composition
corporelle n’affecte pas la vitesse maximale aérobie des souris elF3f +/-. Si la déplétion partielle en
elF3f n'impacte pas la vitesse maximale aérobie (VMA) des souris, elle conduit a un épuisement
précoce lors d’un effort prolongé. La diminution du temps limite sans variation des capacités d’apport
en oxygene chez les souris hétérozygotes suggére une moindre efficacité d’origine biomécanique ou

métabolique empéchant de suppléer a la demande générée par un effort d’endurance.

L'exploration des propriétés contractiles des muscles des souris hétérozygotes a été réalisée par

contractilité ex-vivo, permettant de s’affranchir de nombreux facteurs systémiques de la performance
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musculaire et aussi du comportement des souris. Les capacités de production de force du soléaire et
de I'EDL apparaissent impactées par la déplétion en elF3f au regard de la force maximale absolue.
Cette diminution de la force produite a stimulation maximale est d’autant plus importante dans le
soléaire, plus impacté par la perte de surface des fibres chez les souris hétérozygotes. La force
spécifique, tenant compte de la quantité de tissu musculaire, permet de normaliser les valeurs entre
les génotypes. Ces résultats indiquent que la diminution du contenu protéique des fibres chez les souris
hétérozygotes semble affecter le systéme contractile qui perd de ses propriétés de production de

force.

Par ailleurs, la résistance a la fatigue des deux muscles étudiés tend a étre diminuée chez les souris
partiellement invalidées. Cette différence, quoique non significative, est plus prononcée sur le soléaire
que sur I'EDL pour lequel les résultats apparaissent plus variables. Méme si ces données méritent
d’étre complétées, on peut supposer que la déplétion en elF3f altére non seulement la production de
force mais aussi la capacité a la maintenir sur un temps prolongé. La réduction globale des capacités
fonctionnelles semble alors provenir en partie de la masse musculaire moins développée engendrant
une redistribution des fibres affectant les propriétés contractiles des muscles quelle que soit leur
typologie. Toutefois, la différence de résistance a la fatigue n’apparait pas suffisamment prononcée
pour constituer un facteur déterminant de I'aptitude a I’endurance réduite chez les souris
hétérozygotes. L'ensemble de ces données indique alors que |'altération des propriétés mécaniques
des muscles n’est pas a l'origine de l'intolérance a I'effort importante et suggere plutot qu’'une
altération du métabolisme limite de fagon majeure I'apport énergétique au cours d’un effort prolongé

chez les souris hétérozygotes.

L'analyse du métabolisme des souris révele un impact important de la déplétion en elF3f sur les
échanges gazeux. L'augmentation de la consommation d’oxygéne étant plus importante que
I’élévation de la quantité de dioxyde de carbone rejetée, les souris hétérozygotes présentent une
diminution du coefficient d’échange respiratoire qui suggere une oxydation préférentielle des lipides
pour parvenir a la production d’ATP. Le coefficient d’échange respiratoire est sous l'influence de
plusieurs facteurs, comme |'apport nutritionnel, la température extérieure ou la balance
énergétique®. La consommation d’oxygéne ainsi que la quantité de dioxyde de carbone rejetée sont
également augmentées chez les souris RAmMKO mais le coefficient d’échange respiratoire est inchangé

chez ces animaux a I’état basal**®.

Les souris elF3f +/- apparaissent comme hypermétaboliques, avec une élévation de leur dépense
énergétique quotidienne non proportionnelle a leur masse corporelle et musculaire. Cette différence

de consommation énergétique et de RER n’est pas expliquée par I'apport en nourriture ou la
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température corporelle des souris elF3f +/-, ces paramétres étant similaires entre les génotypes. Les
souris RAmKO présentent aussi une augmentation de la dépense énergétique quotidienne mais leur
prise alimentaire est également augmentée!®®. Cette surconsommation énergétique chez les souris
elF3f +/- pourrait alors refléter une inefficacité de I'organisme a produire de I'énergie mobilisable,
menant a accélérer le métabolisme pour palier au déficit de couplage de la phosphorylation oxydative

et subvenir aux besoins énergétiques.

De fagon surprenante, les souris hétérozygotes pour elF3f présentent a la fois une meilleure utilisation
du glucose et une résistance a l'insuline. Les souris RAMKO affichent également une résistance a
I'insuline a I'état basal mais sans variation de la tolérance au glucose'*®. Le développement de
I'insulinorésistance chez ces animaux semble étre la conséquence d’une accumulation toxique de
lipides intramusculaires provoquée par un métabolisme lipidique altéré!®®, L’altération du
métabolisme chez les souris elF3f +/- semble donc différer des modifications induites par la
suppression de la protéine RAPTOR. Dans l'attente de résultats complémentaires, nous pouvons
émettre I’hypothése que les souris elF3f +/- affichent des taux élevés d’insuline circulante a I’état basal.
Cette augmentation pourrait expliquer que les souris déficientes en elF3f présentent une meilleure
utilisation du glucose et ont tendance a afficher une glycémie plus basse que les souris sauvages a jeun.
Cette hypothese permettrait aussi d’expliquer la résistance a I'insuline observée chez ces animaux,

pour qui la dose administrée ne serait pas suffisante pour diminuer sensiblement la glycémie.

L'ensemble de ces données suggere que la déplétion partielle en elF3f affecte plusieurs voies
métaboliques, avec a la fois une meilleure utilisation des carbohydrates et une capacité d’oxydation
des substrats lipidiques d’autant plus importante. L’activité de la citrate synthase apparait inchangée
chez les souris hétérozygotes et ne soutient pas I'hypothése d’une augmentation du métabolisme liée
a 'entrée dans le cycle de Krebs, tout comme I'expression des marqueurs relatifs aux mitochondries
qui ne semble pas étre impactée chez les souris hétérozygotes. L'absence de variations majeures sur
ces différents marqueurs indique que la biogenese et la quantité de mitochondries ne semblent pas
affectées par la déplétion en elF3f et ne sont donc pas a l'origine de I'intolérance a I'effort des souris
elF3f +/-. On ne peut en revanche exclure une différence de fonctionnalité des mitochondries dans la

capacité de production d’ATP mobilisable lors d’un effort d’endurance.

Au regard des autres marqueurs métaboliques, il apparait que la déplétion partielle en elF3f méne a
la surexpression des ARNm et de la protéine UCP3 (Uncoupling Protein 3). Cette protéine découplante
située au niveau de la membrane mitochondriale dévie le flux de protons et d’anions nécessaires a la
production d’ATP par I’ATP synthase dans la chaine de transport des électrons3%. Il a été démontré

chez des cellules humaines en culture que la surexpression d’UCP3 augmente I'oxydation des
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nutriments en diminuant le potentiel de membrane des mitochondries par fuite de protons et en
augmentant l'inhibition de I'oxydation du glucose dépendante des acides gras'**. L’élévation des
niveaux d’expression d’"UCP3 est également associée chez I'animal a une augmentation de la glycolyse
et de I'absorption du glucose ainsi qu’a une production anormale de chaleur®%%4, Au regard de la
surexpression importante de la protéine UCP3, un découplage de la phosphorylation oxydative et la
déperdition énergétique sous forme de chaleur consécutive pourraient expliquer I'épuisement

précoce des souris elF3f +/- lors de I'épreuve d’endurance.

L’expression normale de I'ATP synthase chez les souris elF3f +/- semble indiquer que la production
d’ATP par le complexe V de la chalne de transport des électrons n’est pas impactée par I'expression de
elF3f et renforce I’hypothése d’un découplage entre I'oxydation des substrats et la phosphorylation de
I’ADP induit par la surexpression d’UCP3. L’analyse plus poussée de la respiration mitochondriale sur
des organites isolés réalisable au laboratoire permettra de vérifier I'intégrité de fonctionnement des
complexes de la chaine respiratoire et d’affirmer ou non cette hypothése. Toutefois, cette étude
indique que elF3f pourrait inhiber a la fois la transcription et la traduction d’UCP3, et il est alors
intéressant de noter qu’UCP3 est principalement exprimée dans le muscle strié squelettique. A ce jour,
les mécanismes régulant I'expression de cette protéine découplante ne sont pas completement décrits
mais pourraient impliquer de fagon directe ou indirecte des interactions avec le facteur d’initiation de

la traduction elF3f spécifiques du tissu musculaire.

Cette étude encore incompléte nécessite de continuer les expérimentations. L’étude histologique des
propriétés métaboliques musculaires pourra étre complétée par le marquage de la succinate
déshydrogénase, de la cytochrome oxydase (COX) ou NADH-TR (Nicotinamide adénine dinucléotide)
sur les muscles des souris elF3f +/-. L’analyse d’autres paramétres de contractilité ex-vivo, comme la
vitesse de contraction et le temps de relaxation, pourront préciser les propriétés contractiles des
muscles des souris elF3f +/-. En complément, |'activité de la citrate synthase devra étre analysée sur le
soléaire et I'EDL, de méme que I'expression des marqueurs métaboliques jusqu’ici étudiée sur les
gastrocnémiens afin de préciser I'impact de la diminution d’expression de elF3f sur des muscles de
typologie différente. Le temps limite pouvant aussi étre influencé par une diminution des stocks en
glycogéne musculaire et par une acidification du milieu intracellulaire liée aux produits métaboliques,
ces parametres seront a analyser chez les souris hétérozygotes pour comprendre pleinement leur

inaptitude a soutenir un effort de longue durée.

La quantification des taux circulants d’insuline sera réalisée grace a un kit ELISA a partir des
prélevements de sang réalisés au cours de I'OGTT et de I'ITT. Cette analyse permettra de valider ou

non I'hypotheése d’une élévation des taux d’insuline circulante chez les souris elF3f +/-. De méme, le
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dosage musculaire du contenu en glycogene et en triglycérides permettra de mieux cerner I'influence
de elF3f sur le métabolisme glucidique et le stockage énergétique. Enfin, I'analyse de I'efficacité de la
respiration mitochondriale apparait comme un élément incontournable pour compléter cette étude.
L'expertise du laboratoire dans ce domaine permettra de confirmer I'hypothese d’un découplage
important de la phosphorylation oxydative et d’une fuite de protons de la mitochondrie en lien avec

la surexpression d’UCP3 dans les muscles des souris elF3f +/-.

Enfin, il convient de noter que la déplétion en elF3f chez nos souris hétérozygotes n’est pas circonscrite
au tissu musculaire, limitant ainsi la comparaison de nos données avec les modeles inductibles de
déplétion de mTOR et RAPTOR spécifiques du muscle strié squelettique. La création d’un modele
inductible de déplétion totale en elF3f, spécifique du muscle, permettrait d’établir plus précisément

les roles physiologiques et métaboliques de elF3f dans la fonction musculaire a I’age adulte.

Néanmoins, ces premieres données soulignent plusieurs éléments contribuant a la compréhension des

réles fonctionnels et métaboliques de la protéine elF3f :

e L’expression de elF3f permet la croissance compléte des fibres musculaires et particulierement

celles de gros calibre quelle que soit la typologie musculaire.

e La sous-expression de elF3f entraine bien une diminution des capacités fonctionnelles mais

contrairement a notre hypothese, elle n’a pas d’influence sur la vitesse maximale aérobie.

e La protéine elF3f influe sur les propriétés contractiles du muscle sans impacter de facon

particuliére la force spécifique produite par quantité de tissu.

e L’expression de elF3f impacte le métabolisme et I'utilisation des substrats et pourrait réguler

le fonctionnement de la phosphorylation oxydative par I'intermédiaire de la protéine UCP3.

e La diminution des aptitudes fonctionnelles observée chez les souris partiellement invalidées

pour elF3f est en lien avec des altérations d’ordre biomécanique et métabolique.
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Etude #5 : Effets physiologiques de |la surexpression de elF3f

Afin d’étudier 'impact de la surexpression de elF3f dans le muscle strié squelettique sur I'homéostasie
de la masse musculaire in vivo, les souris double transgéniques pour la protéine elF3f (Tg/Tg) créées
et élevées au laboratoire ont été étudiées au cours de leur développement puis en condition

d’hypoactivité.

Rationnel scientifique et hypotheses

Le facteur d’initiation de la traduction elF3f exerce un réle pivot dans la balance protéique musculaire.
Lors de la croissance et de I'hypertrophie, elF3f permet l'initiation de la synthése protéique
dépendante de MTORC1 ; mais a l'inverse, en condition pro-atrophique, elF3f devient une cible de
polyubiquitination par MAFbx conduisant a sa dégradation par le protéasome et a la diminution de
I'activité de synthese. Les rbles de elF3f au sein de I'antagonisme entre hypertrophie et atrophie
musculaire ont d’abord été décrits sur des modeles cellulaires, et les approches par invalidation et
surexpression sur un modele animal permettent de mieux comprendre les fonctions de ce facteur

d’initiation de la traduction dans des conditions physiologiques.

In vitro, les sites d'ubiquitination de elF3f par MAFbx ont été supprimés pour créer une forme mutante,
elF3f K5-10R. Cette mutation de six résidus lysine rend la protéine elF3f résistante a la dégradation par
le protéasome médiée par I'ubiquitine ligase MAFbx et son expression protege les myotubes de
I’atrophie induite®®. Cette résistance a I’atrophie musculaire fait appel a I'laugmentation de l'activité de
synthese protéique dépendante de MTORC1 conduisant a une phosphorylation persistante de S6K1 et
de rpS6%. Enfin, I'activation génétique de elF3f induit une hypertrophie musculaire avec une

augmentation de la phosphorylation des substrats de MTORC1 tels que S6K1 et 4EBP1%72,

Pour aborder plus précisément les fonctions de elF3f in vivo et compléter les résultats obtenus sur les
souris partiellement invalidées, un modele de souris double transgénique surexprimant le transgéne
elF3f K5-10R a été développé au laboratoire. Les souris double transgéniques pour le gene elF3f
expriment a la fois la forme native du gene elF3f et la forme mutée (elF3f K5-10R) spécifiguement dans
le muscle strié squelettique. Dans cette étude, nous nous sommes intéressés en premier lieu a I'impact
de la surexpression de elF3f sur la croissance musculaire au cours du développement. En utilisant le
modele d'immobilisation de la patte décrit précédemment, cette étude vise aussi a déterminer
I'impact de I'expression de la forme mutée de elF3f résistante a la dégradation par le systeme

ubiquitine-protéasome sur la résistance a |'atrophie des muscles immobilisés.
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Le premier objectif de cette étude est ainsi de caractériser le modeéele animal surexprimant la
protéine elF3f résistante a la dégradation par le protéasome dans le muscle squelettique et de
comprendre les conséquences phénotypiques de cette mutation au cours du développement et a
I’age adulte. L’hypothése principale de cette étude est que l'insertion de transgenes elF3f K5-10R
entraine la surexpression de elF3f K5-10R spécifiquement dans les muscles striés squelettiques. Les
hypothéses secondaires de ce travail sont que les muscles surexprimant la protéine elF3f (i)
présentent une augmentation de I'activité de synthése protéique (ii) associée a une plus forte
activité de MTORC1 et de ses substrats (iii) pouvant impacter positivement le développement du
tissu musculaire (iv) et son maintien en réponse a I’atrophie induite par immobilisation de la patte.
La vérification de ces hypothéses permettra de caractériser I'impact physiologique de la
surexpression de la forme mutée de elF3f in vivo et d’appréhender les roles de ce facteur d’initiation

de la traduction dans la balance protéique musculaire.

Implication personnelle

J'ai personnellement participé a la conception et a la mise en place des expérimentations relatives a
I'immobilisation, au choix de la méthode d’'immobilisation et a son développement au laboratoire, a la
rédaction de la demande d’autorisation de protocoles expérimentaux pour la saisine APAFIS, a la
gestion des lignées pour la production du nombre d’animaux nécessaires, a I'analyse de la composition
corporelle des souris, a la dissection et au prélevement des tissus, a la mesure du flux de synthése
protéique, a la détermination des surfaces de section, a la quantification des expressions protéiques,
a 'acquisition et au traitement des données ainsi qu’a la rédaction de I’article dont je suis le premier

auteur.

L'analyse des données et la rédaction de cet article sont en cours de finalisation.

Résultats

Génération des animaux transgéniques

Les souris double transgéniques (elF3f Tg/Tg) sont viables, fertiles et ne présentent pas d'anomalies
phénotypiques par rapport aux souris sauvages de méme fond génétique C57BI6/J. Le génotypage des
animaux par PCR permet de confirmer l'intégration du transgéne elF3f K5-10R chez les souris Tg/Tg en
utilisant les amorces spécifiques de la forme native de elF3f (324 pb) et de la forme mutée, elF3f K5-
10R (212 pb) (Figure 1A). L'analyse du niveau d’expression de ’ARNm codant pour elF3f (Figure 1B)

montre une surexpression importante dans les muscles des souris double transgéniques (p<0,001).
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Figure 1 : (4) Intégration du transgene elF3f K5-10R et (B) expression de I’ ARNm codant pour elF3f

dans les muscles des souris double transgéniques (Tg/Tg) en comparaison aux souris sauvages (WT)
(n=38 par génotype). Les données sont présentées en moyenne £ SEM. *** : p < 0,001.

Nous avons ensuite examiné |'expression de la protéine elF3f dans les muscles squelettiques (Figure
2A). A I'état basal, les niveaux d'expression de elF3f sont significativement plus élevés (4 a 6 fois) dans
les muscles gastrocnémiens des souris double transgéniques (p<0,001). Les souris double
transgéniques expriment a la fois la forme endogéne de elF3f et la forme exogéne portant le tag HA
codée par le transgéne elF3f K5-10R dans le muscle strié squelettique (Figure 2B). Ces résultats ont

également confirmé que la protéine exogéne n'est pas exprimée dans d’autres tissus.
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Figure 2 : Expression de (A) la protéine elF3f totale dans les gastrocnémiens et (B) de la protéine
exogene portant le tag HA dans les muscles tibialis, soléaire et gastrocnémiens des souris double
transgeéniques (1g/Tg) en comparaison aux souris sauvages (WT) (n=38 par génotype). Les données
sont présentées en moyenne = SEM. *** : p < 0,001.

Phénotype des souris transgéniques
A I'age de 4 mois, les souris transgéniques elF3f affichent un phénotype normal et ne sont pas
différentiables des animaux sauvages. Le poids des animaux n'a révélé aucune différence entre les

génotypes quel que soit le sexe (Figure 3A). La composition corporelle analysée par IRM ne montre pas

de différence de masse maigre des souris double transgéniques (Figure 3B).
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Figure 3 : (4) Masse corporelle et (B) composition en masse maigre des souris double
transgeéniques (1g/Tg) en comparaison aux souris sauvages (WT) (n=8 par génotype).
Les données sont présentées en moyenne + SEM.

Pour les principaux organes, les données recueillies sont conformes a une composition corporelle

normale sans effet de la mutation dans les tissus non musculaires ou le transgene n’est pas exprimé

(Figure 4).
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Figure 4 : Masse du foie, du cerveau, du rein et du cceur des souris double
transgéniques (1g/Tg) en comparaison aux souris sauvages (WT) (n=38 par
génotype). Les données sont présentées en moyenne + SEM.

Synthese protéique a I’état basal

La quantification des niveaux d’expression des substrats de MTORC1 dans les muscles gastrocnémiens

des souris Tg/Tg a I'état basal a été réalisée par Western Blot (Figure 5). L'analyse réveéle que la

Etude #5 : Effets physiologiques de la surexpression de elF3f




Mass variation
{% controlateral}

Page | 202

surexpression de elF3f chez les souris transgéniques n’a pas d’effet sur I'activité de la voie MTORC1

dans des conditions normales.
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Figure 5 : Expression protéique des sous-effecteurs de MTORCI a l'état basal chez les souris
double transgéniques (Tg/Tg) en comparaison aux souris sauvages (WT) (n=38 par génotype).
Les données sont présentées en moyenne + SEM.

Le protocole d'immobilisation unilatérale de la patte utilisé pour les souris hétérozygotes elF3f +/- a

été appliqué aux souris transgéniques. L’analyse des variations de masse des muscles gastrocnémiens

montre une résistance des souris transgéniques a I'atrophie induite au cours de la premiere semaine

d’immobilisation (Figure 6A).
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Figure 6 : Evolution de (A) la masse et (B) la surface de section des gastrocnémiens au cours de l'immobilisation chez les
souris double transgéniques (Tg/Tg) en comparaison aux souris sauvages (WT) (n=8 par génotype). Les données sont
présentées en moyenne + SEM. * : p<0,05 ; ** : p<0,01 et *** : p<0,001
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Ces résultats sont confirmés par la quantification de la surface de section de ce méme muscle qui ne
diminue pas chez les souris transgéniques apreés 7 jours d’immobilisation (Figure 6B). Que ce soit au
travers de la perte de masse ou de la perte de surface, I'atrophie est significativement moins

importante chez les souris transgéniques que chez les souris sauvages au cours de la premiére semaine

d’'immobilisation (p<0,001).

La détermination des surfaces de section des fibres a permis d’établir leur distribution par taille au sein
du muscle gastrocnémien aprés une semaine d’immobilisation (Figure 7). Chez les souris sauvages, la
perte de surface de section se traduit par une diminution du nombre de fibres de gros calibre au profit
des fibres de petit diametre, modifiant la répartition globale dans la patte immobilisée comparé au
membre controlatéral. Chez les souris transgéniques, la surface de section des fibres n’est pas réduite

aprés 7 jours d’'immobilisation et la distribution par taille des fibres est inchangée entre les deux pattes.

= Controlateral = Controlateral
2 = Immobilized 2 = Immobilized
P t
Q
Qo 8 g
£ £
= S
f el (=
) (]
o o
i ic

[ 0
Cross-sectional area (um?) Cross-sectional area (um?)

Figure 7 : Evolution de la distribution des fibres par taille apres une semaine d'immobilisation
chez les souris sauvages (WT) et chez les souris double transgeéniques (Tg/Tg)

L’évaluation du taux de synthése protéique mesuré par incorporation de puromycine montre que
I"activité de synthése protéique diminue progressivement dans le membre immobilisé au cours du
protocole chez les animaux sauvages (Figure 8). Chez les souris transgéniques, une forte induction
(+68,2 + 29,3%, p<0,001) de la synthése protéique est observée dés le 3°™ jour d’immobilisation. Ce

taux élevé est aussi retrouvé dans la patte immobilisée aprés 7 et 14 jours d'immobilisation comparé

au membre controlatéral.
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Figure 8 : Activation de la synthese protéique au cours de l'immobilisation chez les souris double
transgéniques (Tg/Tg) en comparaison aux souris sauvages (WT) (n=8 par génotype). Les données sont
présentées en moyenne £ SEM. ** : p<0,01 et *** : p<0,001

L'expression de la protéine elF3f est induite chez tous les animaux en réponse a I’hypoactivité dans la
patte immobilisée (Figure 9). Cette augmentation est d’autant plus importante chez les animaux
porteurs de la mutation (p<0,01) apres 3 jours d'immobilisation. Cette importante induction
d’expression de elF3f est maintenue jusqu’a la fin du protocole chez les souris double transgéniques

tandis qu’elle diminue aprés une semaine d’immobilisation chez les animaux sauvages (p<0,001).
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Figure 9 : Expression protéique de elF3f au cours de l'immobilisation chez les souris double
transgéniques (1g/Tg) en comparaison aux souris sauvages (WT) (n=8 par génotype). Les
données sont présentées en moyenne = SEM. ** : p<0,01 et *** : p<0,001

L'activité des différents marqueurs de la synthése protéique dépendante de MTORC1 a été quantifiée
par Western Blot (Figure 10). Au 3™ jour d’immobilisation, I'activité des protéines mTOR, S6K1 et S6

est significativement plus importante dans les gastrocnémiens des souris transgéniques comparé aux
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souris sauvages (p<0,05). Aprés une semaine d’hypoactivité, I'activité de mTOR se normalise dans le
membre immobilisé et ne montre plus de différence entre les génotypes alors que I’activation de ses
effecteurs S6K1 et S6 persiste chez les animaux surexprimant elF3f K5-10R au 7¢™¢ jour (p<0,05). Enfin,

I'activité de 4EBP1 ne montre pas de variation au cours de l'immobilisation et ce quel que soit le

génotype.
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Figure 10 : Activité de mTOR, S6K1, S6 et 4EBPI au cours de la premiére semaine d'immobilisation
chez les souris double transgéniques (Tg/Tg) en comparaison aux souris sauvages (WT) (n=8 par
génotype). Les données sont présentées en moyenne £ SEM. * : p<0,05 et ** : p<0,01

Afin de déterminer I'implication de la synthese protéique associée a mTOR, les souris sauvages et
double transgéniques ont été traitées quotidiennement a la rapamycine (1,5 mg/kg) permettant

I'inhibition du complexe MTORCL.
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Figure 11 : Variation de masse du gastrocnémien au cours de la premiére semaine d'immobilisation chez les souris
double transgéniques (Tg/Tg) en comparaison aux souris sauvages (WT) avec et sans traitement a la rapamycine. (n=38
par génotype). Les données sont présentées en moyenne = SEM. *** : p<0,001

Au regard de la variation de masse du gastrocnémien pendant I'immobilisation (Figure 11), la

résistance des souris transgéniques a I'atrophie induite disparait totalement lorsqu’elles sont traitées
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a la rapamycine (p<0,001). Chez les souris sauvages, la perte de masse musculaire au 3™ jour
d’immobilisation est exacerbée par le traitement (p<0,05).

L’analyse de I'ubiquitination des protéines dans les gastrocnémiens des souris soumises au protocole
d’'immobilisation de la patte est présentée en Figure 12. Le profil d’ubiquitination ne montre pas de

différence dans le membre immobilisé quel que soit le génotype et le temps de mesure (p>0,05).
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Figure 12 : Profil d’ubiquitination des protéines au cours de la premiere semaine
d'immobilisation chez les souris double transgéniques (Tg/Tg) en comparaison aux souris
sauvages (WT) (n=8 par génotype). Les données sont présentées en moyenne + SEM.

L'analyse de différents marqueurs des principales voies de dégradation protéique a été réalisée par
PCR quantitative pour les gastrocnémiens des souris soumises au protocole d’'immobilisation de la
patte (Table 1). L'activité du systeme ubiquitine-protéasome et de I'autophagie dans le membre

immobilisé ne montre pas de différence quel que soit le génotype et le temps de mesure (p>0,05).

Day O Day 3 Day 7
Real-time ) Nor.1-. Control Immobilized Control Immobilized
PCR immobilized

analysis elF3f */+/ TelTe elF3f */+/ TelTe elF3f */+/ TelTe elF3f */+/ TelTe elF3f */+/ TelTe
2 AACt SEM PR SEM 2 -AACt SEM 2 "AACt SEM 2 -AACt SEM
Beclin 1 0,78 0,15 0,94 0,07 1,01 0,07 1,34 0,06 1,10 0,06
BNIP3 0,64 0,24 0,96 0,08 0,84 0,10 0,63 0,23 0,72 0,15
Gabarapll 0,95 0,08 1,05 0,05 0,99 0,06 0,98 0,06 1,17 0,06
Lamp2a 0,92 0,09 0,88 0,18 1,21 0,13 0,74 0,14 0,98 0,10
MAFbx 1,20 0,06 1,15 0,06 0,90 0,13 0,61 0,35 0,84 0,24
Myostatin 1,20 0,08 1,01 0,11 1,08 0,28 1,27 0,13 1,53 0,16
MuRF 1 0,93 0,09 1,08 0,21 0,85 0,21 0,55 0,33 0,68 0,45

Table 1. Analyse par PCR en temps réel de I'expression des ARNm codant pour Beclin 1, BNIP3,
Gabarapll, Lamp2a, MAFbx, Myostatine and MuRF1 dans les muscles gastrocnémiens des souris
sauvages et transgéniques au cours de I'immobilisation (n=8 par génotype). Trois réplicats de

chaque réaction ont été réalisés.
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Synthése

Les souris double transgéniques (Tg/Tg) ayant intégré dans leur génome une forme mutée de elF3f
résistante a la dégradation par le systeme ubiquitine-protéasome sous dépendance du promoteur de
I’actine squelettique humaine surexpriment la protéine recombinante elF3f K5-10R dans les muscles
squelettiques. Cette surexpression est uniqguement observée dans le tissu musculaire et la protéine
exogéne n’est pas retrouvée dans d’autres tissus. Les souris elF3f Tg/Tg sont viables, fertiles et
présentent un phénotype normal comparé a des souris de méme fond génétique. Contrairement a nos
hypothéses, a I'état basal, la surexpression de la protéine elF3f n'a pas d'impact sur le taux de synthese
protéique et l'activité de la voie MTORC1. L'ensemble de ces données suggerent qu’en conditions
normales, la surexpression de la forme mutée de elF3f dans le muscle n’a pas d'effet sur le

développement des animaux et sur ’lhoméostasie du tissu musculaire.

En utilisant un modéle d'immobilisation unilatérale de la patte, nous avons cherché a déterminer
I'impact de la surexpression de la forme mutée de elF3f sur les muscles en condition d’hypoactivité.
L’hypoactivité induit principalement la réduction de I'activité de synthese protéique et provoque un
déséquilibre entre le taux de synthése et le taux de dégradation protéique®’3. Le suivi au cours de
I'immobilisation montre une atrophie progressive des muscles affectant particulierement ceux
maintenus en position raccourcie®®®. Les quadriceps et les gastrocnémiens sont ainsi les muscles les
plus impactés par notre modele d’immobilisation. La diminution de la masse musculaire des
gastrocnémiens et de la surface de section des fibres est ralentie chez les souris elF3f Tg/Tg comparé
aux animaux sauvages. En outre, les souris Tg/Tg présentent une résistance a |'atrophie induite au
cours de la premiere semaine d’immobilisation. Apres 7 jours, la distribution de la taille des fibres
demeure normale chez les souris Tg/Tg tandis que les fibres de gros calibre sont affectées de fagcon

importante chez les souris sauvages.

Dans cette étude et en accord avec les travaux réalisés chez les souris hétérozygotes, I'expression de
elF3f est induite dés les premiers jours d’immobilisation. L’analyse de la part de protéine endogéne et
exogene, portant le tag HA, impliquée dans I'induction d’expression de elF3f majorée chez les souris
Tg/Tg permettra de clarifier la régulation de I’expression de elF3f K5-10R au cours de I'immobilisation.
La surexpression de la protéine elF3f chez les souris double transgéniques est associée a une
stimulation plus importante de la synthése protéique et a une activité plus élevée des sous effecteurs
de MTORCI tels que S6K1 et la protéine ribosomale S6. L'immobilisation de la patte ne semble en
revanche pas affecter I'activité de 4EBP1, suggérant qu’en condition pro-atrophique, la protéine ne
participe pas, ou peu, au maintien de la synthése protéique. Nous avions démontré chez les souris

hétérozygotes que la déplétion partielle en elF3f diminuait I'activité de 4EBP1 dans la majorité des
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muscles étudiés. Pourtant, |’élévation du niveau d’expression de elF3f chez les souris Tg/Tg ne permet
pas de promouvoir I'activation de 4EBP1. Ces données suggérent que les mécanismes d’activation de
la synthése protéique en lien avec elF3f different entre les principaux sous-effecteurs de MTORC1 lors

de l‘atrophie induite par immobilisation.

Les données issues de la littérature suggérent que I'activité de MTORC1 est responsable de 30 a 50%
du flux de synthése protéique a I'état basal'*®3%03% | e traiteme