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K

K*: Ion potassium

M

MDA: Malondialdéhyde
MDF : Median power frequency

mTOR : Mammalian target of rapamycin

N
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Na*: Ion sodium

NAD* : Nicotinamide adénine dinucléotide

NADPH : Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
NO : Monoxyde d’azote

NOX : NADPH Oxydase

O
O : Dioxygene
Oy : Anion superoxyde

ONOQO' : Peroxynitrite

P

PA : Potentiel d’action

PCr : Phosphocréatine

PGCl1-a : Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha

Pi : Phosphate inorganique

Q

QR : Quotient respiratoire

R

RMS : Valeur root mean square du signal électromyographique

RyR : Récepteur a la ryanodine

S

S/BY: Patient drépanocytaire hétérozygote composite hémoglobine S/B-thalassémie

S/C : Patient drépanocytaire hétérozygote composite hémoglobine S/hémoglobine C

S/S : Patient drépanocytaire homozygote

sEMG : Electromyographie de surface



SERCA : Sarcoplasmic reticulum Ca2+-ATPase
SNC : Systeme nerveux central

SOD : Superoxyde dismutase

SPIR : Spectroscopie proche infrarouge

SV1 : Premier seuil ventilatoire

sVCAM-1: Soluble Form of Vascular Cell Adhesion Molecule 1

T

T6M : Test de marche de 6 minutes
TECP : Test d’effort cardio-pulmonaire

TNF-a : Tumor necrosis factor alpha

U

UM : Unité motrice

\Y%

VCO;: Débit de dioxyde de carbone expiré
Vg : Volume d’air expiré

VEGEF : Vascular endothelial growth factor
VL : Vastus Lateralis

VM : Vastus Medialis

VO, : Consommation en dioxygene

VOgpic : Consommation pic en dioxygene

X

XO : Xanthine Oxydase



AVANT PROPOS




La drépanocytose désigne un ensemble de syndrome partageant une méme mutation
codant pour une hémoglobine mutée, I’hémoglobine S, et dont les formes les plus répandues
sont la forme homozygote S/S et double hétérozygote composite S/C. L’hémoglobine S possede
la capacité de polymériser au sein du globule rouge en condition désoxygénée modifiant ainsi
sa morphologie. D’un point de vue clinique, ces modifications se traduisent par une anémie
hémolytique marquée et des occlusions vasculaires aigues provoquant des douleurs
extrémement importantes voire insupportables. Ces complications entrainent des atteintes
multi-organiques ponctuelles et potentiellement 1étales telles que les syndromes thoraciques
aigus, les séquestrations spléniques ou encore les accidents vasculaires cérébraux. Des
complications chroniques, notamment une dysfonction cardiaque, dysfonction rénale et/ou une
hypertension artérielle pulmonaire, peuvent également apparaitre au cours de la vie impactant
négativement 1’état clinique des patients. Ainsi, les patients drépanocytaires se définissent par
un tableau clinique sévere et complexe, qui varie en fonction de la forme de la maladie (S/S ou
S/C), nécessitant ainsi une prise en charge thérapeutique spécifique. Bien que cette prise en
charge se soient largement améliorée ces dernieres décennies, ces patients restent caractérisés
par une qualité de vie diminuée, une fatigue chronique, des syndromes dépressifs et une

réduction de leur capacité a I’exercice.

D’un point de vue physiopathologique, les complications cliniques sont expliquées par
I’interaction complexe entre un stress oxydatif exacerbé, une inflammation chronique et des
altérations vasculaires et hémorhéologiques. Les modifications physiologiques induites par

I’exercice physique sont susceptibles de favoriser 1’apparition de crises vaso-occlusives
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amenant les professionnels de santé a déconseiller I’exercice aux patients drépanocytaires. Par
conséquent, ils sont caractérisés par une hypersédentarité qui, couplée aux altérations cardio-
vasculaires, crée un cercle vicieux menant a la réduction de la capacité a I’exercice. Alors que
I’implications des altérations cardio-vasculaires et respiratoires sont bien décrites dans ce
processus, I’implication du muscle squelettique n’est pas encore totalement caractérisée dans
le contexte de la drépanocytose. En effet, bien qu’elle soit une pathologie du globule rouge, le
muscle squelettique drépanocytaire présente des altérations profondes a la fois au niveau
histologique mais également fonctionnel. Chez les patients drépanocytaires, il est caractérisé
par une amyotrophie, un remodelage profond de la microcirculation et une diminution de sa
capacité a produire de la force. De plus, les activités de plusieurs enzymes impliquées dans le
métabolisme aérobie sont diminuées dans le muscle squelettique des patients drépanocytaires.
Enfin, des résultats pré-cliniques obtenus dans un modele murin de drépanocytose ont mis en
évidence une fatigabilité et une acidose accrue du muscle drépanocytaire sain au cours d’un
exercice. Ainsi, bien qu’elles soient fortement suggérées par ces données, la présence d’une
dysfonction musculaire a I’exercice ainsi que son implication dans la réduction de la capacité
fonctionnelle n’ont pas encore été décrites chez les patients drépanocytaires. Par ailleurs, bien
que ces altérations musculaires aient été mis en évidence dans la forme homozygote S/S de la
maladie, il existe peu de données sur le muscle squelettique des patients S/C. Les études
récentes ont montré un bénéfice certain de l’exercice chronique aérobie sur le muscle
squelettique cependant il est nécessaire de caractériser plus précisément les altérations

musculaires chez le patient drépanocytaire. Cela semble un prérequis a la mise en place de
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protocoles de rééducation spécifiques au muscle squelettique et qui limiterait les complications

cliniques provoquées par I’exercice.

Au cours d’un exercice physique, la production transitoire d’especes pro-oxydantes est
nécessaire a un fonctionnement musculaire normal, cependant un stress oxydatif chronique a
été démontré comme délétere dans le muscle de patients atteints de pathologies chroniques. En
effet, il serait fortement impliqué dans les phénomenes pathologiques de perte de masse
musculaire ainsi que de la capacité a produire de la force. Plusieurs études suggerent que le
stress oxydatif pourrait étre élevé dans le muscle drépanocytaire expliquant ainsi en partie les
altérations observées. Chez les sujets sains, I’exercice chronique aérobie est connu pour
améliorer la capacité antioxydante musculaire notamment par I’augmentation de I’activité des
enzymes antioxydantes. Cependant, les effets de ce type d’exercice sur le stress oxydatif

musculaire n’ont pas encore été caractérisés dans la drépanocytose.

Ainsi, dans ce contexte, les objectifs principaux de cette these sont de 1) mettre en
évidence une dysfonction musculaire et d’explorer ses déterminants au cours d 'un exercice sous
maximal chez des patients drépanocytaires S/S et S/C et de 2) déterminer les modifications
provoquées par un exercice chronique aérobie sur le stress oxydatif au sein du muscle
squelettique dans un modele murin de la drépanocytose. Ainsi, ce travail est constitué d’une
premiere étude clinique menée chez des patients drépanocytaires durant laquelle la réponse du
muscle squelettique a un exercice physique et ses déterminants ont été étudiés. En parallele,

une seconde étude a été menée chez la souris drépanocytaires Townes, un modele sévere de la



pathologie, afin d’évaluer les effets d’un entrainement aérobie de 8 semaines sur le stress

oxydatif du muscle squelettique.
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Chapitre 1 - LA PHYSIOPATHOLOGIE

DREPANOCYTAIRE

I- Généralités sur la drépanocytose

1- Historique

La premiére description d’un cas de drépanocytose a été faite en 1910 par un médecin
de Chicago, James B. Herrick (Herrick, 2001). En effet, Herrick observa des globules rouges
falciformes, i.e. ayant une forme particuliere de faux, chez un jeune patient de 20 ans originaire
des Caraibes qui présentaient des douleurs musculaires, des difficultés respiratoires et des
ulceres aux jambes. Ensuite, en 1917, Victor E. Emmel décrivit les mémes modifications chez
une patiente et son pere (Emmel, 1917). Il découvrit également que tous les membres de cette
famille souffraient d’une anémie sévere et que trois des filles étaient décédées de fagon précoce.
Il fut donc le premier a énoncer le caractere héréditaire de la pathologie, qui sera ensuite
confirmé par les différents cas rapportés dans la décennie suivante. En 1933, I’hétérogénéité
des étiologies au sein d’une méme famille amena le Dr L. Diggs a distinguer les patients
asymptomatiques, « latent sicklers », des patients symptomatiques, « active sicklers »
(Serjeant, 2001). Il utilisa alors le terme de porteur du trait drépanocytaire et d’anémie
falciforme pour désigner les patients asymptomatiques et symptomatiques, respectivement. En
parallele, Hahn et Gillespie montrérent en 1924 qu’il était possible de falciformer des globules

rouges en condition anoxique in vitro suivis par Scriver et Waugh qui observerent le méme
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phénomene in vivo en induisant une ischémie temporaire au niveau du doigt d’un patient
(Frenette & Atweh, 2007). En 1949, James Neel mit en évidence le caractere autosomique
récessif de la transmission héréditaire de la pathologie (Neel, 1949). La méme année, Pauling
et Itano démontrerent que les patients drépanocytaires produisaient une hémoglobine,
I’hémoglobine S (HbS), dont la structure est différente de celle de sujet sain, appelée
hémoglobine A (HbA). Ce fut la premiere fois que la drépanocytose fut caractérisée comme
une maladie moléculaire (Pauling et al., 1949). Le caractere moléculaire de la pathologie a été
confirmé en 1956 lorsqu’Ingram observa que I’HbS migrait moins vite que I’HbA au cours
d’une ¢lectrophorése, et qu’elle était chargée positivement contrairement a I’HbA (Ingram,
1956). Puis, en 1957, il mit en évidence que la différence entre ces deux hémoglobines est une
valine remplacant un acide glutamique (Ingram, 1957). Ce n’est seulement qu’en 1977 que
Marotta mettra en évidence que ce changement est causé par la substitution d’une adénine par

un uracile en 7°™ position de ’ARNm de I’HbS (Marotta et al., 1977; Ron, 2012).

2- Définition
La drépanocytose est une maladie monogénique caractérisée par la substitution d’une
adénine par une thymine en 7°™ position du géne codant pour la chaine B de I’hémoglobine,
situé sur le chromosome 11. Au niveau protéique, cette mutation provoque le remplacement
d’un acide glutamique par une valine sur la chaine  de I’HbS, lui conférant des propriétés
particuliéres par rapport a ’HbA. En effet, contrairement a 1’acide glutamique qui est

hydrophile, la valine est un acide aminé hydrophobe capable de se lier a d’autres acides aminés

p.- 23



hydrophobes en conditions désoxygénées (Vekilov, 2007). Par conséquent, des polymeres
d’HbS se forment a I’intérieur du globule rouge (GR), modifiant sa morphologie en lui donnant
cette forme de faux allongée caractéristique de la pathologie (Figure 1). Cette mutation
s’exprime selon un mode autosomique co-dominant (Kato et al., 2018) ainsi 1’association
allélique au niveau génétique peut résulter en des phénotypes trés différents allant d’un
phénotype asymptomatique jusqu’a des phénotypes cliniquement séveres. Dans ce contexte, les
porteurs du trait drépanocytaire, de génotype hétérozygote A/S, sont considérés comme
asymptomatiques, malgré un taux de 35 a 39% d’HbS, alors que la forme homozygote
(génotype S/S), caractérisée par des taux d’HbS d’environ 80%, s’accompagne d’un phénotype
clinique grave. En plus de la forme homozygote S/S, il existe d’autres syndromes
drépanocytaires de sévérité clinique variée constitués de 1’association entre I’HbS et d’autres

variants de ’hémoglobine.

Dt i\

Figure I : Frottis sanguin d’un patient drépanocytaire S/S (Extrait de Frenette & Atweh, 2007). Les
GRs falciformés sont désignés par une fleche.
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La forme homozygote S/S est la forme la plus répandue cependant les syndromes
caractérisés par les génotypes S/C et S/B® constituent une part non négligeable des patients (Piel,
Howes, et al., 2013; Weatherall, 2010). La forme S/ B’ se caractérise par I’association entre la
mutation codant pour I’HbS et la B-thalassémie, qui correspond a une absence de production de
la chaine B-globine (Figure 2). Ainsi, les patients produisent uniquement de I’HbS et sont donc
caractérisés par une sévérité clinique semblable a celle des patients S/S (Kato et al., 2018). La
forme S/C consiste en ’association de deux mutations codant pour deux hémoglobines
différentes : I’HbS et I’hémoglobine C (HbC) (Figure 2). L’association de ces deux
hémoglobines au sein du GR a des conséquences physiopathologiques spécifiques qui résultent

en un tableau clinique grave et particulier a ce génotype (Lionnet et al., 2012).
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Figure 2 : Profils alléliques des patients S/S, S/C et S/ B° (Extrait de Kato et al., 2018)
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Enfin, il est possible de trouver des associations entre I’HbS et des variants de
I’hémoglobine plus rare, tels que ’hémoglobine S-Antilles ou D-Punjab (Rees et al., 2010).
Ces variants de ’hémoglobine présentent des mutations qui ont également pour conséquence

une sévérité clinique importante lorsqu’elles sont associées a I’HbS (Rees et al., 2010).

3- Epidémiologie

La drépanocytose est la maladie génétique la plus répandue dans le monde, avec 5 millions
de porteurs selon ’OMS (Colombatti et al., 2013), cependant sa répartition géographique est
inégale (Rees et al., 2010). En effet, en Afrique, il est estimé que 230 000 nourrissons naissent
chaque année avec la drépanocytose, soit 75% des nouveaux nés drépanocytaires a 1’échelle
mondiale (Piel et al., 2013b). Cette répartition s’explique par la résistance procurée par la forme
hétérozygote A/S contre le paludisme, qui est une cause de mortalité importante dans ces
régions (Piel et al., 2010). Cette résistance pourrait s’expliquer par une réponse immunitaire
induite par ’HbS accrue, une clairance plus importante des globules rouges contaminés et/ou
un blocage de la croissance du virus (Taylor et al., 2012). En conséquence, cela permet le
maintien de la mutation pour I’HbS dans la population et donc sa transmission a travers les
générations. Il est estimé que 3,5 millions de nouveaux nés naissent avec la mutation pour I’HbS
en Afrique (Piel et al., 2013b). La pathologie est également tres répandue aux Etats-Unis, dans
les Caraibes et au Brésil a la suite des forts déplacements de population, provoqués par la traite
négricre (Jones-Lecointe et al., 2008; Kéclard et al., 1997). De plus, les mouvements

migratoires entre 1’Afrique et I’Europe de 1’ouest ont également augmenté le nombre de
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malades atteints d’un syndrome drépanocytaire (Ezekekwu et al., 2018). En France, la
drépanocytose est également la premiere maladie génétique sur le territoire avec une
concentration des cas en Ile-de-France et dans les Antilles (de Montalembert et al., 2006). En
effet, ’Inserm estimait en 2013 qu’un enfant sur 1900 naissait avec la drépanocytose sur le
territoire national avec une prévalence tres importante dans les Antilles (1/419) et en Ile-de-

France (1/874).

Births with
sickle cell anaemia
per 100,000 births
(2015)
=0
= 1-25
26-50
51-100
101-250
= 251-500
= 501-1,000
W 1,001-1,659
NA

Figure 3 : Nombres de naissances de nourrissons drépanocytaires pour 100 000 naissances par

pays en 2015 (Extrait de Kato et al., 2018)

1I- Physiopathologie drépanocytaire

Bien qu’étant une maladie monogénique de I’hémoglobine, la drépanocytose se caractérise
par un tableau clinique complexe, regroupant des complications aigues potentiellement 1étales

auxquelles s’ajoutent des complications chroniques multi-organiques.
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1- Complications cliniques

La principale complication clinique observée chez les patients drépanocytaires est la
crise vaso-occlusive (CVO). Les CVOs sont des événements qui se caractérisent par des
douleurs insupportables, décrites comme semblables a plusieurs fractures par les patients
(Jacob, 2001), et qui nécessite une hospitalisation. Ces crises sont traitées a I’aide
d’analgésiques puissants couplés a des anti-inflammatoires, voire une sédation pour les crises
les plus graves (Jacob, 2001; Pinto et al., 2019; Uwaezuoke et al., 2018). La deuxieme cause
d’hospitalisation pour les patients drépanocytaires est le syndrome thoracique aigu, qui se
définit comme 1’apparition d’un infiltrat pulmonaire associé a de la fi¢vre et/ou des symptomes
respiratoires, tels que des douleurs thoraciques, de la dyspnée ou encore de la toux (Farooq et
al., 2018). La survenue d’un syndrome thoracique aigu peut avoir pour conséquence une
détresse respiratoire aigiie, des 1ésions pulmonaires importantes voire une défaillance multi-
organique (Farooq et al., 2018; Novelli & Gladwin, 2016). Ainsi, elle constitue la premiere
cause de mortalité chez les patients drépanocytaires (Gray et al., 1991). L apparition d’un
syndrome thoracique aigu peut faire suite a une infection pulmonaire mais également a la
formation d’un embolisme lipidique causé par un infarctus de la moelle osseuse ou bien encore
a une CVO au niveau de la circulation pulmonaire (Farooq et al., 2018; Novelli & Gladwin,
2016). Cependant, la majorité des CVOs sont silencieuses et, méme si elles ne provoquent pas
de douleurs, elles ont pour conséquence des 1ésions tissulaires. Ainsi, la répétition de ces crises
silencieuses endommage progressivement les tissus et des dysfonctions de plusieurs organes

apparaissent chez les patients (Serjeant, 2013). Dés le plus jeune age, il est possible d’observer

une splénomégalie qui se transforme ensuite en asplénie fonctionnelle vers 1’age de 5 ans dont
p. 28



la principale cause est la répétition de CVOs silencieuses (Brousse et al., 2014). Ce mécanisme
physiopathologique peut également étre observé au niveau osseux ou la répétition de CVOs
dans la moelle osseuse crée des 1ésions chez 10% des patients drépanocytaires (Vanderhave et
al., 2018). Progressivement, ces lésions entrainent une ostéonécrose de la téte fémorale qui va
étre résolue par la pose d’une prothése de hanche. Enfin, la répétition de ces crises silencieuses
peut également provoquer des rétinopathies chez les patients drépanocytaires dont la
conséquence la plus grave est la cécité (Ribeiro et al., 2017). De facon plus particuliere, les
patients S/C sont caractérisés par une prévalence importante des glomérulopathies,
ostéonécroses et rétinopathies, comparés aux patients S/S (Lemonne et al., 2014a; Lionnet et
al., 2012), qui pourrait étre expliquée par les anomalies hémorhéologiques associées a ce
génotype, dont I’hyperviscosité sanguine (Lemonne et al., 2014b). Les patients drépanocytaires
peuvent également développer une vasculopathie qui serait responsable d’hypertension
artérielle pulmonaire (HTAP), d’accidents vasculaires cérébraux (AVCs), d’ulceres de jambes
et de priapisme (Kato et al., 2007, 2017; Pinto et al., 2019). L’HTAP touche 6 a 10% des
patients drépanocytaires (Castro et al., 2003; Parent et al., 2011) et est associ€e a une diminution
de la capacité fonctionnelle du patient drépanocytaire (Anthi et al., 2007; Machado et al., 2005;
Minniti et al., 2009) ainsi qu’a une mortalité accrue (Barst et al., 2010; Gladwin et al., 2004).
Au niveau cérébral, la vasculopathie est associée a un risque accru d’AVC ischémique dans
I’enfance et aux alentours de 40 ans (Connes, et al., 2013a; Ohene-Frempong et al., 1998). Ces
AVCs d’origine ischémique sont provoqués par la formation d’une sténose au niveau d’une
artere cérébrale, sur laquelle vient s’ajouter 1’apparition d’un thrombus (Merkel et al., 1978;

Rothman et al., 1986; L. S. Williams et al., 1997). Enfin, le développement de la vasculopathie
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provoque une augmentation du débit sanguin au niveau des reins ce qui endommage
progressivement les glomérules (Nath & Hebbel, 2015). De plus, la libération de fer et
I’inflammation conséquente a 1’hémolyse entrainent également des lésions rénales qui
conduisent a I’apparition progressive d’une dysfonction du rein chez les patients
drépanocytaires (Nath & Hebbel, 2015; Serjeant, 2013). Ces complications cliniques graves ont

pour conséquence une espérance de vie tres faible pour les patients drépanocytaires.

Rétinopathie

Dysfonctions neurocognitives

Glaucome ; infarctus rétinien

Accidents vasculaires cérébraux

Hypertension artérielle pulmonaire

Hyperbilirubinémie

Syndrome thoracique aigu

Hépatopathie falciforme

Insuffisance cardiaque diastolique

Calculs biliaires

Anémie ; Leucocytose

Septicémie

| Dysfonction rénale

Asplénie fonctionnelle

- - Séquestration splénique aigue
| Dysfonction érectile

Priapisme Complications gestationnelles

Ulcéres de jambes

| Nécrose avasculaire

Infarctus osseux l Douleurs chroniques

Figure 4 : Résumé des différentes complications cliniques présentes dans la drépanocytose (Adapté de
Kato et al., 2018). Les complications aigues sont désignées par un contour rouge et les complications

chroniques par un contour noir.

En effet, ’Organisation Mondiale de la Santé estime, qu’en Afrique, 50 a 80 % des
enfants drépanocytaires décédent avant I’age de 5 ans, ce qui serait expliquée par une absence
de prise en charge spécifique. A I’inverse, dans les pays développés, I’espérance de vie des
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patients de 14 ans dans les années 70 a environ 60 ans actuellement (Elmariah et al., 2014).
Cette forte augmentation de I’espérance de vie des patients drépanocytaires est expliquée a la
fois par I’amélioration de la prise en charge mais aussi par une meilleure compréhension des

mécanismes physiopathologiques de la maladie.

2- Meécanismes de falciformation

L’hémoglobine est une protéine homotétramérique composée de 4 chaines protéiques, 2 chaines
a et 2 chaines . Au niveau de la chaine B de I’HbS, la valine modifie les propriétés polaires et
de charge de la molécule ce qui entraine des modifications de conformation de I’hémoglobine,
notamment en conditions désoxygénées (Das et al., 2017). Ce changement conformationnel va
libérer cette valine qui va former des ponts avec les acides aminés hydrophobes de la chaine
des autres molécules d’hémoglobine, notamment la phénylalanine B® et la leucine B3 (Labie
& Elion, 2005; Vekilov, 2007). Ainsi, les molécules d’HbS s’organisent en tétrameres qui se
lient entre eux pour former des fibres rigides a I’intérieur du GR (Figure 5), modifiant ainsi sa
morphologie lui donnant une forme de faux : c¢’est la falciformation. Les GR falciformés ont
une déformabilité et une capacité a transiter au sein des vaisseaux sanguins de plus petit

diametres réduite. Ce processus de falciformation et ses conséquences sur le GR vont étre a
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I’origine des deux principales complications cliniques observées dans la drépanocytose :

I’hémolyse et les CVOs (Vekilov, 2007).

ation de l’Hb en condition désoxygénée
(gauche) et structure atomique d’un polymere de désoxy-HbS obtenue par cristallographie (droite)
(Extrait de Eaton & Bunn, 2017).

I1 existe plusieurs facteurs pouvant influencer le degré de polymérisation de I’HbS a I’intérieur
du GR. Un premier facteur est la concentration en HbS : en effet, I’augmentation du nombre de
tétrameres d’HbS augmente la probabilité d’interaction entre eux et donc la vitesse de
polymérisation. Dans la drépanocytose, la perméabilité membranaire ionique est altérée
augmentant les mouvements d’eau en dehors du GR et donc sa déshydratation (Rees & Gibson,
2012). Par conséquent, le GR drépanocytaire va étre caractéris€¢ par un état d’hydratation
augmentant la concentration en HbS et favorisant sa polymérisation. Chez les patients

drépanocytaires S/C, ce type de phénomene est prépondérant dans la physiopathologie associée
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a ce génotype. En effet, I’HbC a la particularité de cristalliser a I’intérieur du GR en conditions
oxygénée et désoxygénée (Nagel et al., 2003) et la présence de ce variant de I’hémoglobine est
associée a une activation plus importante des co-transporteurs K*/Cl- (Fabry et al., 2000;
Olivieri et al., 1992). Cette activation a pour conséquence une sortie en K* et une déshydratation
importante du GR (Brugnara, 2018; Hannemann et al., 2011) augmentant la concentration intra-
érythrocytaire en HbS, ce qui accroit la probabilité de polymérisation et donc de falciformation
des GR. Un second facteur est la diminution de I’affinité de I’hémoglobine pour le dioxygene
(O2) provoquée par plusieurs facteurs environnementaux. En effet, les patients drépanocytaires
sont caractérisés par une hypoxie chronique entrainant une augmentation de la pression partielle
en dioxyde de carbone (COz), de Ila concentration intra-érythrocytaire en 2,3-
diphosphoglycérate et une acidose. Ces trois molécules ou phénomenes diminuent 1’affinité de
I’hémoglobine pour 1I’O; par I’effet Bohr (MacDonald, 1977) ou de fagon allostérique (Benesch
& Benesch, 1967). Par conséquent, cela va favoriser la forme désoxygénée de I’HbS et donc sa

polymérisation au sein du GR (Pianosi et al., 1993)

3- Hémolyse

Le processus de polymérisation de I’HbS est réversible et lors de la réoxygénation, les
GR vont retrouver leur forme initiale de disque biconcave. Cependant, ce processus de
falciformation entraine des dommages au niveau de la membrane plasmique du GR (Barabino
et al., 2010) (Figure 6). La répétition des cycles de désoxygénation-réoxygénation endommage
progressivement la membrane plasmique jusqu’a ce que la falciformation du GR devienne

irréversible. Ces dommages causent des anomalies de la bicouche lipidique (Stuart & Nagel,
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2004) ainsi qu’une rigidification de la membrane rendant les GR plus fragiles face aux
contraintes mécaniques liées au flux sanguin (Barabino et al., 2010). La durée de vie d’un GR
drépanocytaire est donc tres fortement réduite : 15 jours contre 120 jours pour un GR contenant
exclusivement de ’'HbA (McCurdy & Sherman, 1978 ; Shemin & Rittenberg, 1946). Ainsi la
drépanocytose est caractérisée par une hémolyse tres importante. Les dommages membranaires
provoquent I’externalisation de la phosphatidylsérine qui est un marqueur de sénescence
cellulaire et un signal de phagocytose par les cellules immunitaires (Wu et al., 2006).
L’¢élimination de ces GR drépanocytaires par les cellules immunitaires s’effectue au niveau du
foie et de la rate, qui sont les sites principaux de I’hémolyse extravasculaire qui participe a
I’¢limination de 2/3 des globules rouges (Crosby, 1955). Le tiers restant correspond a
I’hémolyse intravasculaire, i.e. la lyse intravasculaire des GR (Crosby, 1955). L’hémolyse
intravasculaire, mesurée par la concentration en hémoglobine et/ou le pourcentage de
réticulocytes (Robert P. Hebbel, 2011), est tres présente chez les patients S/S, contrairement
aux patients S/C (da Guarda et al., 2020; Dubert et al., 2017; Mockesch al., 2017a; Mockesch

al., 2017b).
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Figure 6 : Modifications de la membrane plasmique du GR induite par la formation de polymeres

d’HbS (Extrait de Barabino et al., 2010). Hb : Hémoglobine ; PS : Phosphatidylsérine.

4- Conséquences cliniques de [’hémolyse

L’hémolyse chronique entraine la libération du contenu intra-érythrocytaire,
notamment 1’hémoglobine et I’héme, dans le compartiment sanguin provoquant ’apparition
d’un environnement pro-inflammatoire et pro-oxydant (Nader et al., 2020). Dans un
environnement non pathologique, 1’hémoglobine et I’héme libérés sont séquestrés par
I’haptoglobine et I’hémopexine, respectivement, limitant ainsi leur toxicité au niveau vasculaire
(Schaer et al., 2014). Cependant, la quantité de ces deux protéines est réduite chez les patients
drépanocytaires (A. Smith & McCulloh, 2015). Par conséquent, seule une faible partie de
I’hémoglobine et de I’heme libéré est séquestré tandis que le reste possede la capacité de réagir

avec les différentes molécules présentes au niveau sanguin. L’hémoglobine réagit de fagon
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importante avec le monoxyde d’azote (NO) ce qui réduit fortement sa biodisponibilité au niveau
sanguin (Labie & Elion, 2005 ; Wood et al., 2008). De plus, la lyse des GR entraine la libération
d’arginase hydrolysant I’arginine, un précurseur du NO, ce qui participe a la diminution de sa
biodisponibilité¢ (Kato et al., 2007). Cette diminution est impliquée dans 1’apparition d’une
vasculopathie au niveau de la macro et de la microcirculation sanguine (Kato et al., 2017) dont
les conséquences sont une altération de la vasomotricité ainsi qu’une rigidification des
vaisseaux sanguins (Kato et al., 2018; Mockesch al., 2017a; Mohan et al., 2011). Ces différents

mécanismes sont résumés dans la figure 7.
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Figure 7 : Conséquences intravasculaires de I’hémolyse chronique (Extrait de Morris, 2011). Apo-A :
Apolipoprotéine A ; Hb : Hémoglobine A ; LDH : Lactate déshydrogénase ; NO : Monoxyde d’azote ;
NOS : NO synthase.
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Il semblerait que ces altérations soient plus marquées chez les patients drépanocytaires
S/S par rapport aux sujets S/C (Dubert et al., 2017; Mdckesch al., 2017a; Mockesch al., 2017b;
Mohan et al., 2011) et cette différence pourrait étre expliquée en partie par ’hémolyse moins
marquée observée chez les patients S/C. L’heme et le fer libérés par ’hémolyse sont a I’origine
de nombreux processus pro-inflammatoires vasculaires. En effet, I’héme active I’endothélium
vasculaire et entraine I’augmentation de I’expression de molécules d’adhésion cellulaire
(Wagener et al., 1997, 2001) et de la production de cytokines pro-inflammatoires (Natarajan et
al., 2007). De plus, il semblerait que 1’activation endothéliale induite par ’heme soit fortement
impliquée dans une autre complication clinique : les CVOs (Adisa et al., 2013; Belcher et al.,

2014; Ghosh et al., 2013).

5- Crises vaso-occlusives

Les CVOs se définissent comme des événements ischémiques locaux provoqués par
I’accumulation de cellules sanguines a I'intérieur des vaisseaux sanguins. Les cellules se
retrouvent donc en anoxie pendant un temps plus ou moins long entrainant ainsi leur mort et
donc des dommages au niveau tissulaire. Comme explicité précédemment, une grande majorité
des CVOs sont silencieuses cependant les crises les plus graves entrainent des douleurs tres
importantes chez le patient, pouvant méme mener a I’hospitalisation (Alleyne & Thomas, 1994;
Ballas & Delengowski, 1993; Brozovic et al., 1987; Serjeant et al., 1994). Une des premieres
hypotheses pour expliquer la survenue de ces crises serait que la libération de 1’0, par
I’hémoglobine au niveau des tissus favoriserait la polymérisation de 1’HbS et donc sa

p- 37



falciformation. Ainsi, les GR falciformés, ayant un diametre de 7-8 pum, ne seraient plus
suffisamment déformables pour transiter dans les capillaires de plus petit diametre, autour de 4
um, et s’accumuleraient causant ainsi 1’obstruction des vaisseaux sanguins. Cependant, la
vitesse de polymérisation de ’HbS est supérieure au temps de transit du GR au niveau des
capillaires (Kaul et al., 2009) et donc la falciformation seule ne permet pas d’expliquer
I’apparition de CVOs. En effet, les mécanismes d’apparition de ces crises sont complexes et
impliquent a la fois des GR discoides et falciformés mais également les globules blancs (Figure
8). L’activation de I’endothélium provoquée par la libération d’heme favorise I’interaction entre
celui-ci et les globules blancs et donc la fixation des globules blancs a I’endothélium,
particuliecrement dans des zones ou le flux sanguin est faible (Kaul et al., 1995). De plus,
contrairement aux GR sains, les globules rouges matures et les réticulocytes drépanocytaires
ont la capacité de se lier a ’endothélium (Frenette, 2002; Hebbel et al., 1980; Hoover et al.,
1979) mais aussi aux globules blancs (Chaar et al., 2010). Dans les veinules post capillaires,
I’adhérence accrue de ces cellules sanguines a pour conséquence leur fixation a I’endothélium
et la formation progressive d’un agrégat cellulaire réduisant la lumiere du vaisseau et le flux
sanguin. Ainsi, le temps de transit des GR augmente entrainant une libération accrue en O et
une augmentation de la forme désoxygénée de 1’HbS. Des polyméeres d’HbS ont donc la
capacité de se former a I’intérieur du GR et provoquer sa falciformation. Les GR falciformés
peu déformables n’auront plus la possibilité de transiter par les vaisseaux dont la lumiere est

réduite par I’agrégat formé par les autres cellules et va donc se retrouver piégé. Le flux sanguin
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est donc bloqué par cet agrégat mélangeant cellules sanguines fixées a I’endothélium et GR

falciformés provoquant une ischémie locale et des 1ésions tissulaires (Frenette, 2002).
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Figure 8 : Etapes de I’interaction des différentes cellules sanguines menant a I’occurrence d’une

CVO (Extrait de Frenette, 2002)

Les CVOs sont, par nature, quasi-imprévisibles mais il semblerait qu'un environnement
froid ainsi qu’un stress psychologique soient des facteurs déclencheurs de ces événements
(Resar & Oski, 1991; Tewari et al., 2015). En effet, ces deux phénomenes ont pour conséquence
une vasoconstriction importante et maintenue dans le temps qui diminue de facon significative
le flux sanguin au niveau de la microcirculation (Veluswamy et al., 2020). Cela augmenterait
le temps de transit des GRs au sein des vaisseaux de grands diametres favorisant ainsi la
désoxygénation de 1’hémoglobine et leur falciformation. Ces GRs déja falciformés se
retrouveraient bloqués dans la microcirculation et déclencheraient une CVO. Au niveau
tissulaire, ces crises vont entrainer une réaction inflammatoire locale ainsi que I’activation des
fibres nerveuses III/IV, responsable d’un signal nerveux douloureux (Pollak et al., 2014; Yam

et al.,, 2018). De plus, les crises silencieuses liberent des métabolites et des médiateurs
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inflammatoires de facon chronique qui stimulent les fibres nerveuses nociceptives et
provoquent un syndrome de douleur chronique chez le patient (Smith et al., 2008; Uhelski &
Simone, 2019; Wilkie et al., 2010). Les patients drépanocytaires peuvent également avoir une
hyperalgésie dont les causes sont une sensibilisation des fibres nerveuses nociceptives
périphériques, via des médiateurs inflammatoires, une hypersensibilité du systeme nerveux
central (SNC) ou I’utilisation importante d’opiacés pour soulager les douleurs chroniques
(Ezenwa et al., 2016; Uhelski & Simone, 2019; Yam et al., 2018). Il semblerait également
qu’une neuropathie périphérique puisse se développer chez les patients drépanocytaires
entrainant également des douleurs chroniques cependant les mécanismes d’apparition de ces

complications sont encore peu connus (Ballas & Darbari, 2013; Ezenwa et al., 2016; Okuyucu

et al., 2009; Sharma & Brandow, 2020).

III-  Le stress oxydatif dans la physiopathologie drépanocytaire

1- Généralités sur le stress oxydatif

Le fonctionnement cellulaire aérobie entraine la production d’espéces chimiques dérivés
de I’oxygeéne appelées especes réactives de 1’oxygene (EOR) qui comprend les radicaux
superoxyde O» et hydroxyle HO- ainsi que le peroxyde d’hydrogene H>O,. D un point de vue
chimique, HO- possede une réactivité importante avec les différentes molécules biologiques et
une demi-vie extrémement courte (Halliwell & Gutteridge, 2015). A 'inverse, O2™ et H,O» sont
caractérisés par une réactivité faible mais une demi-vie beaucoup plus longue leur donnant la

capacité de diffuser entre les cellules et d’agir comme un messager chimique dans plusieurs
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processus physiologiques (Le Moal et al.,2017). La premiere EOR produite au niveau cellulaire
est Oy a la suite de la réduction d’un atome d’oxygéne par un €lectron. Celui-ci va ensuite &tre
transformé par dismutation en H>O> qui va ensuite réagir avec les atomes de fer et/ou O™ pour
produire des radicaux HO- via la réactions de Fenton dans le cycle d’Haber-Weiss (Imlay, 2003;
Kehrer, 2000). Ces radicaux possédent un pouvoir oxydant important et ils réagissent tres
rapidement avec les différentes molécules biologiques ce qui a pour effet de les endommager
progressivement (Imlay, 2003). Plusieurs sites de production d’O>" ont été€ identifiés au niveau
cellulaire dont la contribution varie en fonction des conditions auxquelles la cellule est soumise.
En conditions normales, le principal site de production d’O> est la chalne respiratoire
mitochondriale : en effet, une partie des électrons transitant par les complexes de la chaine
respiratoire vont réagir avec 1’0, présent au niveau de la mitochondrie (Murphy, 2009). En
conditions hypoxiques, bien que la concentration en O; soit diminuée, les mitochondries
continuent de produire des EORs (Guzy et al., 2005; Guzy & Schumacker, 2006) mais elles ne
constituent plus le principal site de production. En effet, dans ces conditions, elles sont
remplacées par une enzyme, la xanthine oxydase (XO), transformant la xanthine en acide urique
en présence d’Oa, ce qui le réduit en Oy (Griguer et al., 2006; Lushchak, 2014; Nanduri et al.,
2013; Poss et al., 1996). La mitochondrie et la XO ne sont pas les seuls sites cellulaires de
production d’anion Oy, en effet, il existe une autre enzyme, la NADPH oxydase (NOX), qui
produit également de I’O;" a partir du NADPH (Lushchak, 2014). La production d’EORs par la
NOX joue un rdle physiologique important dans les phagocytes, ou elle est fortement impliquée
dans la destruction des bactéries (Bedard & Krause, 2007), ou encore dans le muscle

squelettique dans 1’adaptation a I’entrailnement aérobie (Henriquez-Olguin et al., 2016). Bien
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que les EORs jouent un role physiologique dans plusieurs types cellulaires, leur exces peut étre
dommageable pour les cellules (Halliwell & Gutteridge, 2015; Imlay, 2003; Tan et al., 2018)
ainsi les cellules possedent des systemes antioxydants permettant de limiter la concentration en
EORs (Le Moal et al., 2017; Lushchak, 2014). Ces systemes antioxydants sont divisés en deux
catégories : les systemes enzymatiques et les systemes non-enzymatiques. Les enzymes
antioxydantes catalysent les différentes réactions menant de 1’0 jusqu’a la formation de
molécules d’eau. La premicre enzyme impliquée est la superoxyde dismutase (SOD) qui est
une métalloprotéine catalysant la dismutation de 1’0" en H>O;. Elle se présente sous trois
isoformes dont deux sont intracellulaires, la CuZnSOD et la MnSOD, et la troisieme, la SOD3,
qui est extracellulaire (Halliwell & Gutteridge, 2015; Inoue et al., 2003). La CuZnSOD se situe
dans le cytosol et le lumen des mitochondries alors que la MnSOD est localisée dans la matrice
mitochondriale et ainsi, ces deux isoformes transforment directement les anions O, produits au
niveau mitochondrial et cytosolique en H2O,. Ce peroxyde va ensuite étre transformé en eau
par deux enzymes : la catalase (CAT) et la glutathion peroxydase (GPx) permettant ainsi
d’éviter la transformation du H»>O», peu réactif, en radical HO-, qui possede une réactivité
chimique importante (Halliwell & Gutteridge, 2015). En effet, une partie des H>O> produits
vont réagir avec des atomes de fer ou des anions O," pour former des radicaux HO- qui oxydent
les molécules biologiques et qui ne peuvent pas étre transformés par les systemes antioxydants
enzymatiques (Lushchak, 2014). Ainsi, en plus des systeémes antioxydants enzymatiques, la
cellule possede des petites molécules non-enzymatiques qui ont une action antioxydante et qui
transforment les radicaux HO- en especes chimiquement inertes (Brigelius-Flohé & Traber,

1999; Halliwell & Gutteridge, 2015; Le Moal et al., 2017). Parmi ces molécules, le glutathion
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joue un rdle important a la fois en tant qu’antioxydant puissant et cofacteur de la GPx mais
¢galement en tant que capteur de 1’état d’oxydoréduction de la cellule (Lushchak, 2012). Ce
sont les vitamines C et E, apportées par I’alimentation qui vont réagir avec les radicaux HO- et
limiter leur action oxydante, notamment sur les lipides de la membrane plasmique (Spoelstra-
de Man etal., 2018; Viitala & Newhouse, 2004). Ainsi, les systémes pro-oxydant et antioxydant
fonctionnent conjointement pour produire et maintenir une concentration en EORs permettant
d’assurer un fonctionnement cellulaire normal. Un déséquilibre de cette balance entraine une
situation appelée stress oxydatif dans laquelle les EORs endommagent progressivement les
cellules. Plus précisément, le stress oxydatif se définit comme une situation dans laquelle la
concentration en EORs est augmentée de facon transitoire ou chronique perturbant le
métabolisme cellulaire, sa régulation et endommageant les différents composants cellulaires
(Lushchak, 2011). Ce stress oxydatif peut étre la cause de plusieurs modifications
intracellulaires : 1) une augmentation de la production en EORs et/ou de I’auto-oxydation de
certaines especes chimiques, 2) une déplétion des réserves en antioxydants non-enzymatiques,
3) une inactivation des enzymes antioxydantes, 4) une baisse de la production des systemes
antioxydants enzymatiques et non-enzymatiques et 5) enfin une combinaison d’au moins deux
de ces altérations (Lushchak, 2014). Ces derniéres années, il a ét¢ démontré qu’un stress
oxydatif chronique contribuait de facon importante au vieillissement ainsi qu’a la

physiopathologie de plusieurs maladies chroniques (Choi et al., 2016; Liguori et al., 2018).
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Figure 9: Récapitulatif des différents processus impliqués dans la production et la gestion des EORs

au sein de la cellule (Extrait de Powers et al., 2011). La cellule pris en exemple est une cellule
musculaire dans laquelle le réticulum sarcoplasmique est également impliqué dans la production
d’EORs. PLA:: Phospholipase A2 ; CuZnSOD : Cuivre-Zinc superoxyde dismutase ; MnSOD :
Manganese superoxyde dismutase ; ecSOD : superoxyde dismutase 3 ; GPx : Glutathion peroxydase ;

CAT : Catalase.

2- Altération de la balance pro/antioxydante dans la drépanocytose

La drépanocytose est également une pathologie caractérisée par un stress oxydatif
chronique a la fois au niveau du GR et systémique. En effet, les patients drépanocytaires
présentent des quantités en malondialdéhyde (MDA), un marqueur de la peroxydation lipidique,
et en produits avancés de I’oxydation des protéines (AOPP) plus élevées comparés a des sujets
sains (Antwi-Boasiako et al., 2019; Biswal et al., 2019; Das & Nair, 1980; EI-Ghamrawy et al.,
2014; Gizi et al., 2011; Manfredini et al., 2008; Mockesch al., 2017b; Renoux et al., 2018). En

effet, dans le GR drépanocytaire, il est possible d’observer une production excessive d’EORs,
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qui a comme source principale I’auto-oxydation de ’HbS, dont le taux d’auto-oxydation serait
supérieur a ’'HbA (Aslan et al., 2000; Conran et al., 2009). L’H>O, produit par I’auto-oxydation
de ’HDbS peut également réagir avec le fer et produire des radicaux HO- via la réaction de
Fenton (Voskou et al., 2015). Dans le cadre de la drépanocytose, la quantité en fer, libre ou lié
a I’héme, est augmentée a cause de la baisse de la concentration en hémopexine (A. Smith &
McCulloh, 2015) ce qui favorise fortement cette réaction et les dommages liés a 1’oxydation
(Voskou et al., 2015). Enfin, I’activité de la NOX est fortement augmentée dans le GR (George
et al., 2013) et elle constitue une source non négligeable d’EORs au sein de celui-ci.
Récemment, il a également ét¢ montré que 10% des GRs drépanocytaires contenaient des
mitochondries, contrairement a ceux des sujets sains (Jagadeeswaran et al., 2017). La présence
de mitochondries a également €té mise en évidence dans le GR de souris transgéniques
drépanocytaires et qu’un traitement limitant la maintien de ces mitochondries diminuait
fortement le stress oxydatif au sein de GR (Jagadeeswaran et al., 2017). Ainsi, il semblerait que
les mitochondries se maintenant dans les GRs drépanocytaires soient une source non-
négligeable d’EORs cependant il est encore nécessaire de poursuivre des études sur cette
question. Les EORs produites au sein du GR oxydent les lipides et les protéines de la membrane
plasmique augmentant ainsi son instabilité rendant la membrane du GR plus rigide et fragile
face aux contraintes mécaniques imposées par le flux sanguin (McNamee et al., 2018; Nur et
al., 2011). Par conséquent, le stress oxydatif intra-érythrocytaire favorise [’hémolyse
intravasculaire et donc la libération d’hémoglobine, d’héme et de fer dans le compartiment
sanguin (Nur et al., 2011). De plus, les dommages membranaires provoqués par le stress

oxydatif causent une diminution de la déformabilit¢ du GR (Hierso et al., 2014). En plus des
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conséquences déja explicitées auparavant, chacune de ses molécules va participer a
I’augmentation de la production en EORs dans le compartiment sanguin. En premier lieu,
I’héme libéré tend a s’accumuler au niveau des cellules sanguines et endothéliales et favorise
la libération de fer augmentant ainsi la production de radicaux HO- au niveau sanguin via la
réaction de Fenton (Aslan et al., 2000; Kehrer, 2000). Enfin, I’auto-oxydation de I’hémoglobine
libre produit des anions Oz qui réagissent avec le NO pour former du peroxynitrite (ONOO"),
une EOR avec un fort pouvoir oxydant (Chirico et al., 2016). Les cycles d’ischémie-reperfusion
provoqués par les crises vaso-occlusives sont également associés a une production d’EORs
accrue au niveau vasculaire mais aussi au niveau des organes impliqués (Paradis et al., 2016;
Szocs, 2004). En effet, comme décrit précédemment, les CVOs provoquent une hypoxie
localisée qui augmente la production d’EORs par la XO et la mitochondrie. De plus, la
reperfusion est également associée a une production d’EOR qui participe aux Iésions tissulaires
se produisant au moment de la reperfusion des tissus (Paradis et al., 2016). La production
excessive d’EORs, causée par I’hémolyse et les cycles d’ischémie-reperfusion, endommage
progressivement les cellules endothéliales a la fois par la peroxydation des lipides
membranaires et par I’oxydation de I’ADN (Conran & Costa, 2009; Radi et al., 1991). De plus,
le stress oxydatif favorise I’activation endothéliale et I’expression de molécules d’adhésion
cellulaire impliquées dans la survenue des CVOs (Nader et al., 2020). Il semblerait que la
capacité antioxydante des patients drépanocytaires ne soit pas suffisante pour compenser la
production excessive d’EORs. En effet, plusieurs études ont décrit une diminution du contenu
en glutathion dans les GR et au niveau plasmatique (Amer et al., 2006; Gizi etal., 2011; Morris,

2008) ainsi qu’une diminution de I’activité de la SOD (Ama Moor et al., 2016; Antwi-Boasiako
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et al., 2019; Biswal et al., 2019; Ren et al., 2008; Schacter et al., 1988), de la GPx (Biswal et
al., 2019; Das & Nair, 1980; Natta et al., 1990; Ren et al., 2008; Renoux et al., 2018) et de la
CAT (Ama Moor et al., 2016 ; Antwi-Boasiako et al., 2019 ; Biswal et al., 2019 ; Mockesch
al., 2017b). La capacité antioxydante des patients drépanocytaires serait donc diminuée, ce qui
expliquerait la présence d’un stress oxydatif chronique. Néanmoins, il a également été rapportée
une activité de la SOD (Ajibola et al., 2019; S. K. Das & Nair, 1980; Manfredini et al., 2008;
Renoux et al., 2018), de la GPx (Gizi et al., 2011; Manfredini et al., 2008; Rusanova et al.,
2010) et une capacité antioxydante plasmatique (E. L. T. Shimauti et al., 2014; Eliana Litsuko
Tomimatsu Shimauti et al., 2010; Silva et al., 2011) augmentées dans le plasma et les GRs des
patients drépanocytaires par rapport a des sujets sains. Cependant, malgré 1’augmentation de
I’activité de ces enzymes antioxydantes rapportée dans ces études, la production d’EORs au
niveau plasmatique et du GR n’étaient pas compensée, conduisant alors tout de méme a un
stress oxydatif. Les résultats parfois divergents sur le niveau de stress oxydatif dans la
drépanocytose pourraient s’expliquer en partie par I’effet de différents facteurs modulateurs,
génétiques ou thérapeutiques, rarement pris en compte dans les études sur cette maladie (Gueye
Tall et al., 2020; Renoux et al., 2018). En effet, la présence d une alpha-thalassémie est associée
a une réduction du stress oxydatif chez des enfants drépanocytaires (Renoux et al., 2018)
(Figure 10). De plus, il semblerait que 1’age de la premiere complication et/ou la nature des
complications cliniques aient un effet sur le stress oxydatif (Gueye Tall et al., 2020) (Figure
10).En conclusion, ces résultats montrent que la drépanocytose induit un déreglement de la
balance pro/antioxydant qui joue un rdle majeur dans le développement de différentes

complications associées a cette maladie.
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Figure 10 : Interactions entre les modulateurs génétiques et/ou cliniques avec le stress oxydatif
chez des enfants drépanocytaires S/S (Extrait de Gueye Tall et al., 2020). AOPP : produits avancés de
I’oxydation des protéines ; CAT : catalase ; GOPD : Glucose-6-phosphate déshydrogénase ; GPX :
glutathion peroxydase ; HU : hydroxyurée ; MDA : malondialdéhyde ; MPO : myélopéroxydase ;
SCA : Syndrome homozygote S/S de la drépanocytose ; SOD : superoxyde dismutase ; VOC : crises

vaso-occlusives ; XO : xanthine oxydase.

IV-  Thérapies actuelles

1- Hydroxyurée

Au niveau mondial, le médicament le plus utilisé dans la prise en charge clinique des
patients drépanocytaires est I’hydroxyurée (HU) (McGann & Ware, 2015). Cette molécule est
un inhibiteur de la ribonucléotide réductase, une enzyme impliquée dans la division cellulaire,
ainsi I’HU possede une action antimitotique puissante. Par conséquent, elle limite la production
de GRs au niveau de la moelle osseuse et favorise ceux qui expriment I’hémoglobine feetale

(HbF). Contrairement a I’HbS, ’HbF n’exprime pas de chaine  mais une chaine y et n’a donc
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pas la possibilité de former des polymeres. Ainsi, le principal mécanisme d’action thérapeutique
de I’HU est de limiter la polymérisation de I’HbS en augmentant la concentration en HbF
(Charache, 1993; Dover & Charache, 1992). Elle posséde également d’autres cibles
thérapeutiques que I’HbF dans le cadre de la drépanocytose (Pule et al., 2015). En effet, ’'HU
est un cytotoxique qui conduit a la diminution de la quantité de globules blancs, neutrophiles et
réticulocytes circulants, ce qui limiterait I’adhérence de ces cellules a I’endothélium et donc
I’occurrence de CVOs (Ware, 2010). L’HU augmente également la production de NO au sein
du GR ainsi que sa déformabilité tout en diminuant le stress ox ydatif intra-érythrocytaire (Nader
et al., 2018) ce qui permet de limiter les phénomenes d’hémolyse ainsi que I’apparition des
CVOs. Récemment, Nevitt ef al (2017) ont publié une méta-analyse regroupant les données de
plusieurs études cliniques portant sur les effets thérapeutiques de I’HU chez le patient
drépanocytaire. Les résultats de cette méta-analyse indiquent que I’HU aurait un effet général
de diminution des douleurs associé a une amélioration de la qualité de vie. Elle permettrait
également de limiter les dommages organiques notamment au niveau des reins via une
réduction de I’hémolyse (Audard et al., 2017; Bartolucci et al., 2016). Cependant, il ne
semblerait pas qu’elle prévienne les dommages liés a la pathologie dans d’autres organes. De
plus, ’HU limite de fagcon importante la survenue de complications cliniques aigues et donc le
taux d’hospitalisation ainsi que la durée de ses hospitalisations (Ballas et al., 2010; Charache et
al., 1995; Ferster et al., 1996; Jain et al., 2012). Au niveau hématologique, elle permet une
augmentation de I’hématocrite et de la quantité d’hémoglobine notamment via une réduction
de ’hémolyse (Jain et al., 2012; Wang et al., 2011). Enfin, un traitement chronique a I’HU est

associée a une diminution de la mortalité des patients drépanocytaires (Steinberg et al., 2010;
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Steinberg et al., 2003). Ainsi, elle présente un intérét thérapeutique élevé associé a une toxicité
et des effets secondaires réduits, ce qui explique son utilisation massive dans la prise en charge
clinique des patients drépanocytaires (Jain et al., 2012; McGann & Ware, 2015). Cette
amélioration des parametres cliniques provoqués par ’HU est associée a une amélioration de
la qualité de vie des patients drépanocytaires. En effet, le traitement a I’HU permet une
diminution générale de la douleur chronique chez les patients associée a une diminution des
scores de dépression, de fatigue ou encore d’isolation sociale (Badawy et al., 2017; Ballas et
al., 2006; Smaldone et al., 2018). De plus, les patients suivant un traitement a I’HU sont
également caractérisés par une augmentation de la capacité fonctionnelle et de leur aptitude
physique (Garadah et al., 2019; Hackney et al., 1997; Wali & Moheeb, 2011). Chez les patients
S/S, la prescription d’HU est préconisée pour des patients ayant plus de 3 CVOs ou un syndrome
thoracique aigu par an et/ou lorsque son taux d’hémoglobine devient trop faible (Yawn et al.,
2014). L’efficacit¢ de 'HU chez les patients S/C n’est pas encore totalement démontrée
cependant elle semble avoir des effets bénéfiques chez les patients caractérisés par les tableaux
cliniques les plus graves. En effet, bien que les bénéfices de I’HU sur les parametres
hématologiques soient limitées chez les patients S/C, le nombre d’hospitalisations liées a des
complications cliniques graves diminuent fortement en présence d’HU (Luchtman-Jones et al.,
2016; Summarell & Sheehan, 2016; Yates et al., 2013). Cependant, ces résultats ont €té obtenus
sur des cohortes de patients de taille plutdt petite et un essai clinique a grande échelle est

nécessaire pour confirmer les effets bénéfiques de ’HU chez les patients S/C.
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2- Transfusion sanguine

La transfusion sanguine est un traitement utilisé couramment dans la prise en charge
thérapeutique du patient drépanocytaire. Le but de la transfusion est d’améliorer la capacité de
transport de 1’02 en limitant 1’anémie et/ou de limiter les complications liées a une
concentration importante en HbS (Biller et al., 2018; Chou & Fasano, 2016). Elle peut étre une
simple transfusion sanguine ou un échange transfusionnel, ou érythraphérese, qui consiste en
I’échange des GRs du receveur par ceux du donneur. Ainsi, le choix entre les deux méthodes
s’effectue en fonction du but thérapeutique recherché. De maniere traditionnelle, la transfusion
simple était utilisée pour limiter I’anémie alors que le but de I’échange transfusionnel était de
limiter la concentration en HbS. Cependant, I’échange transfusionnel est de plus en plus préféré
a la transfusion notamment car il permet d’éviter une accumulation en fer et une hyperviscosité
sanguine provoquées par une transfusion simple (Biller et al., 2018; Chou & Fasano, 2016). De
plus, il a également été montré que les échanges érythrocytaires automatiques permettaient de
mieux contrdler la viscosité sanguine que les échanges érythrocytaires manuels (Ait Abdallah
et al., 2020). L’utilisation de ces méthodes va permettre a la fois de traiter des complications
aigues mais également de les prévenir lorsqu’elle est prescrite de fagon chronique. De fagon
aigue, I’érythraphérése est tres utilisée contre les AVCs, les syndromes thoraciques aigus
associés a de I’hypoxie ou encore des défaillances multi-organiques (Biller et al., 2018). De
plus de facon chronique, elle est utilisée pour limiter la fréquence des CVOs et en prévention
des AVCs (Davis et al., 2017; Fort, 2019). La répétition de transfusions peut entrainer
I’apparition d’une allo-immunisation chez le patient drépanocytaire, i.e. le développement

d’une immunité spécifique dirigée contre les GRs sains apportés par la transfusion
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(Yazdanbakhsh et al., 2012). La principale cause du développement de ce type de phénomene
est la différence antigénique entre le donneur et le receveur et il serait présent chez 20 a 50 %
des patients drépanocytaires transfusés dans les pays occidentaux (Rosse et al., 1990;
Vichinsky, 2001). Ce chiffre important peut étre expliqué par le fait, que dans ces régions, les
donneurs sont principalement caucasiens possédant une différence antigénique importante avec
les épitopes présents sur les GRs des populations africaines. La conséquence la plus grave de
I’allo-immunisation est la survenue de crises hémolytiques post-transfusionnelles qui se
caractérise par une destruction importante des GRs drépanocytaires et du donneur. Ainsi le taux
d’hémoglobine va tres fortement diminué menant a I’hospitalisation du patient afin de contrer
I’anémie trés importante et potentiellement Iétale (Yazdanbakhsh et al., 2012). Les protocoles
transfusionnels sont couramment utilisés chez les patients S/S alors que les protocoles de
saignées sont plus fréquemment utilisés chez les patients S/C. Chez ces derniers, ce type de
protocole permet de diminuer la taux d’hémoglobine et la viscosité sanguine, deux parametres

fortement impliqués dans la physiopathologie associée a ce génotype (Lionnet et al., 2016).

3- Transplantation osseuse et thérapie génique

L’HU et les transfusions sanguines ont un effet thérapeutique important en limitant les
complications cliniques associées a la pathologie mais ne constituent pas une solution curative.
A T’heure actuelle, la seule solution curative existante pour le patient drépanocytaire est la
transplantation de moelle osseuse dont le but est d’apporter des cellules souches
hématopoiétiques saines qui produisent des GRs n’exprimant pas I’HbS (Kassim & Sharma,
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2017; Kato et al., 2018). Cependant, la complexité¢ de I’intervention clinique associée a la
limitation du nombre de donneurs compatibles font que cette solution est proposée seulement a
une faible proportion de patients drépanocytaires (Rees et al., 2010). Ainsi, avec les récentes
avancées technologiques dans le domaine de la biologie moléculaire, la thérapie génique
constitue une solution curative séduisante pour les patients drépanocytaires. De la méme facon
que l’objectif de la transplantation osseuse est de remplacer les cellules souches
hématopoiétiques pathologiques par leurs équivalents sains provenant du donneur, 1’objectif de
la thérapie génique est de produire des cellules souches hématopoiétiques saines et autologues.
Comparée a la transplantation osseuse, cette approche permettrait a la fois de pallier le manque
de donneur compatible mais également d’éviter les réactions de rejet chez le patient greffé. Les
premicres méthodes envisagées ont utilisé une version du géne de la -globine dont la thréonine
87 était modifiée en glutamine et qui va €tre inséré dans le génome a 1’aide d’un lentivirus
(Demirci et al., 2018). La particularité de ce gene est de produire une chaine B-globine qui ne
possede pas la capacité de se lier avec les autres chaines B-globines et donc d’entrainer la
polymérisation des molécules d’hémoglobines. Cette approche a notamment été utilisée dans
une étude clinique menée par Ribeil et al (2017) au cours de laquelle un jeune patient
drépanocytaire a été greffé avec des cellules souches hématopoiétiques modifiées
génétiquement. Plus précisément, des cellules souches hématopoiétiques ont été prélevées au
niveau de sa moelle osseuse puis le gene modifié codant pour la B-globine a été inséré a
I’intérieur de leur génome a 1’aide d’un lentivirus. Enfin, aprés avoir subi une
myélosuppression, ces cellules souches ont été infusées au niveau de la moelle osseuse pour

qu’elles puissent se différencier en globules rouges. Quinze mois apres la transplantation, ce
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patient ne présentait aucune complication clinique, une numération formule sanguine normale
et présentait des caractéristiques cliniques similaires a celle d’un sujet A/S. De plus, le
développement récent de la technique CRISPR/Cas9, qui permet une édition trés précise de
I’ADN, donne la possibilit¢ de modifier directement la mutation pathologique de I’HbS ou
encore d’éviter la transition entre ’HbF et I’HbS (Demirci et al., 2019). Cependant, bien que
prometteuse, cette approche trés récente est encore menée a un stade in vitro et il reste
nécessaire d’imaginer de nouvelles approches thérapeutiques pour la prise en charge des

patients drépanocytaires.

4- Thérapies émergentes

De nombreuses études cliniques sont actuellement en cours, de la phase I a la phase III,
afin d’étudier les effets thérapeutiques de plusieurs molécules chez le patient drépanocytaire et
parmi ces molécules, trois sont particulierement prometteuses (Carden & Little, 2019). Une
premiere molécule est la L-glutamine, qui est impliquée dans la régulation de I’état d’oxydo-
réduction de la cellule, notamment en étant un précurseur du NAD®. Ainsi, une supplémentation
en L-glutamine pourrait permettre de limiter le stress oxydatif intra-érythrocytaire, fortement
impliqué dans la physiopathologie drépanocytaire. In vitro, il a été démontré que les GRs de
patients traités par de la L-glutamine adhéraient beaucoup moins a 1’endothélium que les GRs
de patients non-traités, mettant en évidence un mécanisme thérapeutique d’intérét (Niihara et
al., 2005). Une récente étude clinique de phase III menée par la méme équipe s’est intéressée

aux effets d’une supplémentation en L-glutamine durant 11 mois chez des patients
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drépanocytaires S/S et S/B° (Niihara et al., 2018). Ils ont montré que les patients supplémentés
présentaient une réduction significative du nombre de complications cliniques ainsi que de leur
fréquence d’hospitalisation. De plus, aucun effet secondaire grave n’a été observé durant I’essai
chez les patients traités montrant ainsi I’intérét thérapeutique important de cette molécule, ce
qui a amené 1’agence américaine FDA a autorisé sa mise sur le marché en 2017. La seconde
molécule d’intérét est le Voxelotor, ou GBT440, qui est une petite molécule se fixant sur
I’hémoglobine et qui augmente son affinité pour 1’0, (Carden & Little, 2019). Ainsi, dans le
cadre de la drépanocytose, elle permettrait de favoriser la forme oxygénée de ’hémoglobine
limitant ainsi la falciformation des GRs et les conséquences physiopathologiques qui en
découlent. Deux essais cliniques de phase I/Il ont montré que les patients traités avec cette
molécule présentaient un nombre de GRs falciformés et des marqueurs de ’hémolyse réduits
(Howard et al., 2019; Lehrer-Graiwer et al., 2015). L’essai HOPE, un essai clinique de phase
III pour cette molécule, a ¢galement montré que ce médicament réduisait I’hémolyse chronique
et permettait d’augmenter le taux d’hémoglobine sans effets secondaires graves (Vichinsky et
al., 2018). Enfin, les dernieres molécules d’intérét sont des anticorps spécifiques de la P-
sélectine, une molécule d’adhésion vasculaire impliquée dans la survenue des CVOs (Matsui et
al., 2001; Matsui et al., 2002). Une premicre étude s’est intéressée a un traitement au
crizanlizumab, un anticorps monoclonal anti-P-sélectine, pendant 12 mois chez des patients
drépanocytaires, avec comme critere de jugement principal le nombre des CVOs douloureuses
(Ataga et al., 2017). Ainsi, dans le groupe traité, les auteurs observent une réduction
significative du nombre de ces épisodes chez les patients dont I’occurrence était beaucoup plus

tard par rapport au groupe placebo. Une seconde étude s’est intéressée a I’action d’un inhibiteur
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de pan-sélectine, le GMI-1070, sur la résolution des CVOs, administré de facon aigu chez les
patients drépanocytaires S/S et S/B° (Telen et al., 2015). Les patients traités présentaient une
résolution de leurs CVOs plus rapide que le groupe placebo, bien que la différence soit non
significative, qui se traduisait généralement par une diminution des douleurs. Ces deux
molécules semblent avoir un intérét thérapeutique important pour la prise en charge et la

prévention des crises douloureuses chez les patients drépanocytaires.
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Chapitre 2 - EXERCICE ET DREPANOCYTOSE

I- Activité physique et drépanocytose

1- Evaluation de la capacité a [’exercice dans la drépanocytose

Chez le patient drépanocytaire, la capacité a I’exercice et ses déterminants sont
majoritairement mesurés a 1’aide de deux tests au niveau clinique : le test de marche de 6
minutes (T6M) et le test d’effort cardio-pulmonaire (TECP). Le T6M est un test au cours duquel
il est demand¢é aux sujets d’effectuer la plus grande distance possible en 6 minutes, i.e. de
marcher a la vitesse qu’ils considérent comme leur vitesse maximale (Enright, 2003). Les
facteurs limitant la distance parcourue sont li€s a des modifications pathologiques au niveau
pulmonaire et/ou cardio-vasculaire, ainsi ce test est particulierement pertinent dans la mesure
de la capacité fonctionnelle des patients atteints par ce type de pathologie (Enright, 2003). On
considere alors que les sujets ont une capacité fonctionnelle réduite lorsque la distance
parcourue au cours du T6M est inférieure a la distance prédite (Table 1) (Connes et al., 2011).
Plusieurs études ont montré que la distance effectuée au cours du test €tait réduite chez les
patients S/S (Alameri et al., 2008; Anthi et al., 2007; Campbell et al., 2009; Garadah et al.,
2019; Gordeuk et al., 2011; Hostyn et al., 2013; Machado et al., 2005; Waltz et al., 2013a;
Waltz et al., 2013b) et S/C (Hostyn et al., 2013; Waltz et al., 2013b) Ces résultats indiquent une
capacité fonctionnelle réduite chez le patient drépanocytaire qui serait liée principalement aux

anomalies hématologiques et hémorhéologiques (Waltz et al., 2013a), mais aussi aux altérations
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cardio-vasculaires (Alameri et al., 2008; Anthi et al., 2007; Gordeuk et al., 2011; Machado et
al., 2005). Le T6M procure des informations importantes sur la capacité fonctionnelle d’un
individu au cours des activités quotidiennes de la vie mais pas pour des intensités d’exercice
plus élevées. De plus, il ne permet pas d’explorer les facteurs limitants de la capacité a
I’exercice des patients, ainsi dans un contexte clinique, le TECP est préférentiellement utilisé
afin de caractériser ces facteurs limitants. Ce test consiste en un exercice aérobie d’intensité
croissante qui va fortement impliquer les systemes ventilatoire et cardio-vasculaire, permettant
de mettre en évidence une dysfonction de I’'un de ses systémes chez un individu lors d’un
exercice. Au cours de ce test, les sujets vont étre soumis a un exercice dont I’intensité¢ va
augmenter a intervalles de temps réguliers jusqu’a épuisement, i.e. le moment auquel le sujet
n’est plus capable de maintenir I'intensité d’exercice (Mezzani, 2017). Les individus sont
équipés d’un analyseur d’échanges gazeux permettant de mesurer la consommation d’O; et la
production de CO». Ainsi plusieurs parametres ventilatoires métaboliques a I’exercice peuvent
étre mesurés afin de caractériser la capacité¢ a ’exercice des patients (Mezzani, 2017). Les
principaux parametres mesurés sont la consommation maximale en Oz (VO2max) ou la
consommation pic en Oz (VOgpic). La premiere correspond a la valeur plateau atteinte par la
consommation en O3 au cours du TECP et elle est donc associée a une intensité d’exercice
maximale. Cependant, dans le cas des populations pathologiques, il est possible que les
limitations cardio-respiratoires provoquent un arrét spontané de 1I’exercice par 1’individu, ou un
arrét par le médecin, empéchant ainsi que ce plateau soit atteint. Ainsi dans cette situation, c’est
la VOgpic qui va étre mesurée, i.e. la consommation en O atteinte au moment de I’arrét de

I’exercice. D’un point de vue clinique, la VO,pic permet de quantifier la capacité a I’exercice
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des patients et sa réduction permet également de mettre en évidence une altération de 1’apport
et/ou de I'utilisation de 1’0, par I’organisme au cours de I’exercice. Un second parametre
d’intérét est le quotient respiratoire (QR) qui désigne le rapport entre le débit de CO; expiré
(VCOy) sur la consommation en O2 (VO2). Le QR peut étre utilisé pour estimer I’intensité de
I’exercice effectué¢ mais il est également utilisé pour déterminer le premier seuil ventilatoire
(SV1). En effet, le SV1 correspond au moment ou la pente de la courbe entre VCO; et VO3
devient supérieure a 1 (Figure 11) mais il est également possible de le déterminer en étudiant
le rapport entre le débit d’air expiré (Vi) sur la VO,. Le SV1 se définit alors comme le moment
ol ce rapport augmente rapidement traduisant une utilisation plus importante du métabolisme
anaérobie (Mezzani, 2017). La puissance atteinte au SV1 est complémentaire a la VO2pic dans

la mise en évidence d’une réduction de la capacité a I’exercice des sujets.
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Figure 11 : Relation VCO2/VO: au cours d’un TECP (gauche) et relation Ve/VCO:z pour un sujet sain
(N) et un patient atteint d’insuffisance cardiaque (CHF) (droite) (Adapté de Mezzani, 2017). La pente
tres importante chez le patient CHF indique une efficience ventilatoire tres altérée comparée au sujet

sain. SV1 : Premier seuil ventilatoire.
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Enfin un dernier parametre est le rapport entre Vg et VCO, qui représente 1’efficience
ventilatoire, i.e. la quantité d’air qui doit étre expirée pour expulser 1L de CO». Ainsi, une
augmentation de la pente du rapport VE/VCO: pour une puissance donnée indique une
hyperventilation a I’exercice et donc une efficience respiratoire altérée. De plus, les sujets sont
équipés d’¢lectrodes électrocardiographiques afin de mesurer les modifications de fréquence
cardiaque au cours du test. Ainsi, le TECP est un outil puissant pour déterminer la capacité a
I’exercice des patients ainsi que les facteurs déterminants cette capacité a I’exercice en les
comparant soit a des valeurs de références ou a des valeurs prédites (Table 1). Au cours du
TECP, les patients drépanocytaires S/S et S/C sont caractérisés par une diminution de leur
VOgpic et de la puissance produite qui est associée a une augmentation de la fréquence
cardiaque par rapport a des sujets sains (Alsaied et al., 2020; Callahan et al., 2002; Charlot et
al., 2015; Chaudry et al., 2013; Das et al., 2008; Hedreville et al., 2014; Oyono-Enguéllé et al.,
2000; Pianosi et al., 1993; Powell et al.,, 2019). Ainsi, les patients drépanocytaires sont
caractérisés par une capacité fonctionnelle et a ’exercice trés réduite par rapport a la population

générale, impactant de facon importante la vie de ces patients (Merlet et al., 2018).
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Classification

Criteres

Valeurs anormales

Capacité a I’exercice limitée

Altération des échanges gazeux

Limitation ventilatoire

Limitations périphériques
vasculaires

Altérations cardiaques (ischémie)

VO2pic réduite

Seuil anaérobie abaissé
Rapport VO2/Fc réduit
Rapport VO2/Puissance

Distance au T6M réduite

Fonction ventilatoire altérée mis en
évidence au repos et a I’exercice

Augmentation de la P(A-a)O2

Augmentation du rapport Ve/VCO2

Rappor’[ V courant/ Vmort

Présence d’une dyspnée

Réserve ventilatoire réduite

Augmentation de la Fc de réserve

Dépression du segment ST

Elévation du produit PaS x Fc

< 80% de la VO: théorique
< a la valeur théorique

< 80% de la valeur théorique
<9,5 mL/min/W

< a la distance théorique

> 30 mmHg

>34 au SV1

V Courant/ Vimort pic & 1’exercice <

Vcourant/ Vimort a0l TEpOS

<15L

> 30 battements/min

Tableau 1 : Références pour I’interprétation des résultats obtenus au cours d’un test de marche de 6

minutes ou d’un test d’effort cardiopulmonaire. Fc : fréquence cardiaque ; P(A-a)O: : différence de

tension en dioxygene alvéolo-artérielle ; PaS : pression artérielle systolique ; SV1 : Premier seuil

ventilatoire ; VO2: consommation en Q. Traduit de Connes et al., 2011.
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2- L’exercice aigu chez le patient drépanocytaire

a- Généralités : les risques a [’exercice pour le patient drépanocytaire

La notion d’exercice aigu se définit comme le fait de réaliser de fagon non réguliére un
effort d’intensité et de durée variable. Elle se pose en miroir de la notion d’exercice chronique
qui constitue une répétition d’exercices résultant en des adaptations physiologiques spécifiques
caractérisant I’entrailnement. Une des conséquences de I’exercice aigu est I’augmentation de la
production de force et/ou de puissance mécanique de la part des muscles afin d’assurer cet
exercice. Ainsi, la consommation énergétique musculaire augmente et elle va étre maintenue
par une hausse de ’apport en O et en nutriments au muscle squelettique par les systemes
cardio-vasculaire et ventilatoire. Plus précisément, il est possible d’observer une élévation du
débit ventilatoire et du débit cardiaque afin d’améliorer le transit des molécules nécessaires a
I’effort. Le débit ventilatoire augmenté permet également d’améliorer les échanges entre les
poumons et le sang afin d’oxygéner au maximum ce dernier et d’évacuer les déchets, tels que
le CO,. Ces molécules vont pouvoir transiter rapidement a 1’intérieur de 1’organisme grace a
deux facteurs : une augmentation du débit cardiaque et du flux sanguin. Le débit cardiaque est
le produit de la fréquence cardiaque et du volume d’éjection systolique et son élévation est
expliqué par I’augmentation de ces deux parametres au cours de I’exercice. Le flux sanguin va
étre régulé de fagcon locale grace a I’interaction entre I’activité du systéme nerveux autonome
et la libération de molécules vasoactives notamment par I’endothélium. Cela permet de modifier
le diametre des vaisseaux pour augmenter la perfusion sanguine dans les organes les plus

impliqués et le diminuer dans les organes les moins impliqués dans 1’exercice. Ainsi, ces
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modifications permettent au muscle squelettique de disposer de toutes les ressources
nécessaires pour produire I’énergie via le métabolisme aérobie. Plus précisément, le
métabolisme aérobie produit de 1’énergie sous forme d’adénosine triphosphate (ATP) & partir
de glucose ou d’acides gras grace a plusieurs processus ayant lieu dans le cytoplasme et au
niveau de la mitochondrie, consommant de 1’0O; et produisant du CO,. A des intensités
d’exercice €levées, la quantité d’ATP que le muscle doit resynthétiser pour maintenir I’exercice
devient trop importante en comparaison du débit énergétique maximal du métabolisme aérobie.
Ainsi afin de continuer a produire suffisamment d’ATP pour maintenir I’effort, le muscle
squelettique va alors utiliser les voies de production d’ATP anaérobies alactique, qui utilise la
phosphocréatine (PCr) et lactique, qui utilise le glucose. Le métabolisme anaérobie a la capacité
de produire de I’ATP rapidement sans utiliser d’O; et est associé a une production et une
accumulation de métabolites importante au niveau musculaire, puis au niveau sanguin. Enfin,
I’exercice aigu est associ¢ a de nombreuses modifications transitoires au niveau sanguin, dont
une acidose importante, qui reviennent progressivement a un état de base a la suite de I’exercice.
Chez le patient drépanocytaire, certains de ces événements sont capables de favoriser la
polymérisation de I’HbS et donc la falciformation du globule rouge. En effet, I’¢1évation de la
demande en oxygene, de la température corporelle ainsi que la déshydratation et I’acidose
métabolique sont des facteurs qui favorisent la polymérisation de I’HbS (Bookchin et al., 1976;
Chatel et al., 2018; MacDonald, 1977). Ces événements sont généralement associés a un
exercice physique de haute intensité et par conséquent, celui-ci augmente la probabilité de
falciformation et donc la survenue de CVOs (Connes et al., 2011; Martin et al., 2015). Ainsi,

cela a amené les professionnels de santé a fortement déconseiller 1’exercice physique aux
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patients drépanocytaires, favorisant un comportement hypersédentaire impliqué dans la
réduction de la qualité de vie (Connes et al., 2011; Martin et al., 2015; Merlet et al., 2018). A
partir des années 2000, plusieurs études ont montré qu’un exercice d’intensit¢é modéré ne
présentaient pas de risques ou des risques faibles pour la survenue de crises vaso-occlusives
(Balayssac-Siransy et al., 2011; Barbeau et al., 2001; Callahan et al., 2002; Das et al., 2008;
Faes et al., 2014; Hedreville et al., 2014; van Beers et al., 2014; Wali & Moheeb, 2011). Par
conséquent, cela a entrainé un changement de paradigme qui encourage les patients a pratiquer
une activité physique modérée dans la vie quotidienne. Bien que ce type d’activité physique
présente des risques faibles pour les patients, il a été décrit lors d’un exercice de marche qu’un
tiers des patients S/S présente des hypoxémies induites par I’exercice qui pourraient favoriser
la polymérisation de ’HbS et la falciformation érythrocytaire (Waltz et al., 2013b). De plus, les
conditions environnementales, e.g. le froid, la chaleur ou la déshydratation, peuvent également
favoriser la survenue de CVOs au cours d’un exercice. Il semble donc que I’exercice d’intensité
modérée nécessite tout de méme une surveillance de la part des patients, de leur entourage et

des professionnels de santé afin d’éviter d’éventuelles CVOs.

b- Réponses cardio-ventilatoires

Les patients drépanocytaires sont caractérisés par une dysfonction cardiaque a fraction
d’¢jection préservée (Gladwin, 2017; Niss et al., 2016) qui se caractérise par une hypertrophie

des ventricules droit et gauche, limitant en conséquence le remplissage ventriculaire, qui est
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couplée a une dysfonction atriale gauche (Pianosi et al., 1991; Wood et al., 2020). Enfin, il est
¢galement possible d’observer un débit cardiaque au repos plus élevé chez les patients
drépanocytaires (Chaudry et al., 2013; Covitz et al., 1983; Pianosi et al., 1991) afin de
compenser les effets de ’anémie et de maintenir une oxygénation périphérique normale
(Detterich et al., 2019). Ces modifications au repos sont importantes et pourraient également
étre impliquées dans la réduction de la capacité a I’exercice des patients drépanocytaires. En
effet, plusieurs études ont montré des réponses cardiaques altérées chez les patients
drépanocytaires au cours d’'un TECP qui seraient impliquées dans leur performance réduite.
Une premiere étude menée par Covitz ef al (1983) a montré que le débit cardiaque, le volume
d’¢éjection systolique maximal ainsi que le volume diastolique était réduit chez les patients
drépanocytaires par rapport aux sujets sains. De plus, les auteurs ont observé une corrélation
positive entre le pourcentage d’augmentation du débit cardiaque et la puissance mécanique lors
du test, indiquant une relation entre dysfonction cardiaque et capacité a 1’exercice. Plusieurs
études ont également rapporté que les patients drépanocytaires présentaient un rapport
VOo/fréquence cardiaque réduit par rapport a des sujets contréles lors d’exercices sous
maximaux (Das et al., 2008; Powell et al., 2019). De plus, la pente du rapport entre VE/VCO>
est significativement plus importante chez les patients drépanocytaires a mesure que ’intensité
de l’effort augmente (Powell et al., 2019). Cependant, bien que ces études rapportent des
altérations de la fonction cardio-vasculaire a I’exercice, elles n’ont pas discriminé lesquelles
¢taient limitantes au cours d’un effort physique. Ainsi dans cette optique, deux études se sont
intéressées aux causes d’arrét de I’exercice lors d’un TECP chez des patientes drépanocytaires

S/S uniquement (Callahan et al., 2002) et un ensemble de patients drépanocytaires S/S, S/C et
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S/B° (van Beers et al., 2014). Les causes principales d’arrét de 1’exercice dans ces deux études
étaient un inconfort au niveau des jambes ou une dyspnée importante. Cependant, les limitations
de la capacité a I’exercice étaient différentes entre les patients des deux études : Callahan et al
(2002) ont relevé que la majorité des patients avaient une limitation de leur capacité a I’exercice
causée par une dysfonction située au niveau de la circulation pulmonaire alors que van Beers ef
al (2014) rapportent que la principale limitation provenait de I’anémie suivie d’une dysfonction

musculaire.

Ainsi, bien que ces limitations entre les populations soient différentes, elles suggerent
que la principale limitation au cours d’un exercice aérobie chez les patients drépanocytaires
serait une altération de la capacité a assurer un apport en oxygene adéquat au muscle
squelettique. En effet, plusieurs études ont montré une corrélation négative entre I’anémie et la
capacité a I’exercice : les patients les moins anémiés ayant la capacité a I’exercice la plus haute
(Alsaied et al., 2020; Charlot et al., 2015; Pianosi et al., 1991). La présence d’unec HTAP
pourrait également étre limitante car elle est généralement associée a une diminution des
échanges gazeux avec le sang (Connes et al., 2011) ainsi qu’a une dysfonction cardiaque
diastolique qui limite le remplissage ventriculaire (Wood et al., 2020). De plus, elle est associée
aune dysfonction atriale gauche qui est fortement liée a la diminution de la capacité a I’exercice
chez les patients drépanocytaires (Alsaied et al., 2020). En effet, les patients possédant une
dysfonction atriale marquée présenteraient les capacités a 1’exercice les plus réduites, relation

renforcée par la présence d’une hypertension artérielle pulmonaire. Enfin, au niveau

périphérique, la vasomotricité des patients drépanocytaires est altérée au repos entrainant un
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découplage entre la perfusion et la demande en O» (Detterich et al., 2019; Mockesch al., 2017a).
Bien que cela n’ait pas été mesuré directement a 1’exercice, il est possible de supposer que ces
altérations pourraient se maintenir au cours de I’exercice ne permettant pas une oxygénation
musculaire adaptée. Ainsi, ces résultats renforcent I’hypothése d’une capacité¢ d’oxygénation
réduite ce qui pourrait expliquer les faibles puissances atteintes a SV1 (Charlot et al., 2015;
Gellen et al., 2018; Hedreville et al., 2014), suggérant une sollicitation treés précoce du
métabolisme anaérobie lors d’efforts sous-maximaux. Ces altérations sont également
impliquées dans la réduction de la capacité fonctionnelle des patients ce qui limiteraient
fortement les activités de la vie quotidienne. En effet, plusieurs études ont montré que la
distance au T6M était fortement liée a I’anémie et a la déformabilité du globule rouge (Waltz
et al., 2013a), a la ventilation pulmonaire (Ohara et al., 2014), au débit cardiaque (Barst et al.,
2010) et enfin a la présence d’une HTAP (Gordeuk et al., 2011; Machado et al., 2005; Minniti

et al., 2009).

Les études présentées précédemment ont été effectuées dans une population de patients
drépanocytaires S/S exclusivement ou en intégrant les patients S/C sans les différencier des
patients S/S. Ainsi, il est difficile de décrire une éventuelle réponse particuliere des patients S/C
au TECP. Une étude s’est intéressée a la réponse spécifique des patients S/C a un exercice
aérobie sous maximal et I’a comparé a des sujets sains (Oyono-Enguéllé et al., 2000). Au cours
de cette étude, les sujets ont effectué un exercice aérobie sous maximal au cours duquel les
auteurs ont mesuré les modifications de fréquence cardiaque, de la ventilation pulmonaire et la

modification du pH et de la lactatémie. Bien que la pression artérielle en O» soit inférieure au
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repos chez les patients S/C, les variations et les pressions obtenues au cours de I’exercice
n’étaient pas différentes entre les groupes. De la méme facon, la fréquence cardiaque au repos
était significativement plus élevée chez les S/C mais aucune différence n’était observable au
cours de I’exercice. Les parametres ventilatoires étaient quant a eux différents entre les groupes
avec une VO, un Vg et un VCO:> réduits chez les patients S/C par rapport aux sujets sains. De
plus, la pente du rapport VE/VCO; était significativement plus importante pour les S/C. Enfin,
la lactatémie n’était pas différente entre les groupes. En conclusion, ces résultats indiquent que
la réponse a ce type d’exercice est altérée chez les patients S/C cependant ces altérations
semblent moins importantes que celles observées chez les patients S/S. De plus, ces résultats
semblent indiquer que les mécanismes pouvant expliquer ces limitations seraient différents
entre les deux génotypes mais plus d’études s’intéressant spécifiquement aux patients S/C sont

nécessaires pour répondre a ces questions.

c- Réponses hémorhéologiques, inflammatoires et du stress oxydatif

Au-dela des modifications observées au niveau des systemes cardiovasculaire,
pulmonaire et musculaire, 1’exercice aigu de haute intensité entraine des modifications
importantes au niveau sanguin, notamment sur le stress oxydatif, I’inflammation et la rhéologie
sanguine. En effet, il est associé a une activation endothéliale qui a pour conséquence une
augmentation de I’expression des molécules d’adhésion cellulaires (Bartzeliotou et al., 2007)

ce qui pourrait augmenter la probabilit¢ de survenue d’une CVO a I’exercice. De plus,
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I’exercice entraine une augmentation de la viscosité sanguine (Brun et al., 1998), de la capacité
d’agrégation et la diminution de la déformabilité du globule rouge (Ernst et al., 1991). Dans le
cadre de la drépanocytose, il a ét€ montré qu’une augmentation de la viscosité sanguine était
associée a un nombre augmenté de CVOs (Charlot et al., 2016; Nebor et al., 2011). De plus, les
patients drépanocytaires sont caractéris€s par un seuil de désagrégation élevé (Tripette et al.,
2009) et d’une diminution de la déformabilité des GRs (Nader et al., 2018; Renoux et al., 2016).
Ces trois modifications ont pour principale conséquence une perturbation du flux sanguin qui
favorise la survenue de CVOs (Connes et al., 2016; Nader et al., 2019) ainsi elles constituent
des facteurs de risque importants a I’exercice. Ainsi, afin d’étudier les effets d’un exercice sur
les modifications hémorhéologiques dans la drépanocytose, Balayssac-Siransy et al (2011) ont
soumis des patients drépanocytaires S/S et des sujets sains a un exercice sous-maximal sur
ergocycle d’une durée de 20 min. Bien que les patients drépanocytaires aient effectué I’exercice
a une intensité relative plus élevée que les sujets sains (I’intensité absolue étant identique), la
viscosité sanguine a augmenté avec la méme amplitude et n’était pas différente entre les deux
groupes. De plus, Waltz et al (Waltz et al., 2012a) ont montré qu’un exercice incrémental
jusqu’au SV1 n’augmentait pas la viscosité et ne modifiait pas la déformabilité¢ des GRs chez
des patients drépanocytaires S/S. De facon intéressante, le seuil de désagrégation érythrocytaire
était significativement réduit 36 et 60h apres cet exercice aigu sous-maximal, indiquant un
potentiel effet bénéfique de I’exercice au niveau hémorhéologique. Ces adaptations de
I’agrégation érythrocytaire sont d’autant plus intéressantes que des associations ont été
rapportées entre le niveau du seuil de désagrégation érythrocytaire et le risque de syndrome

thoracique aigu (Lamarre et al., 2012). Ensuite en 2014, Faes et al (2014) se sont intéressés aux
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effets du méme exercice sous maximal sur le stress oxydatif et sur la production de molécules
d’adhésion cellulaire chez des patients drépanocytaires S/S. Au repos, les patients
drépanocytaires ne présentaient pas de différences avec les sujets controles exceptées une
tendance a une oxydation des protéines accrues ainsi qu’une activité¢ de la GPx augmentée.
L’exercice sous maximal a seulement entrainé une augmentation modérée de la peroxydation
lipidique qui n’était pas différente entre les sujets sains et drépanocytaires. Au niveau des
molécules d’adhésions cellulaires, plusieurs d’entre elles étaient augmentées chez les patients
drépanocytaires par rapport aux sujets sains cependant seule sSVCAM-1 a augmenté chez les
patients drépanocytaires au cours de I’exercice. Une seconde étude s’est intéressée a la réponse
inflammatoire aigue chez des patients drépanocytaires SS et S/B° au cours d’un test d’exercice
progressif et maximal sur ergocycle (Liem et al., 2015). A la suite de cet exercice, aucune
complication n’a été observée chez les sujets drépanocytaires malgré ’intensité de 1’exercice.
Contrairement a I’étude de Faes et al, sVCAM-1 n’a pas augmenté au cours de I’exercice dans
les deux groupes mais était supérieure au repos chez les sujets drépanocytaires par rapport aux
sujets sains. De la méme facon, les autres marqueurs n’étaient pas augmentés par I’exercice
dans les deux groupes, mé€me si le nombre de plaquettes, de D-dimeres et la concentration en
protéine C réactive (CRP) étaient supérieures chez les patients drépanocytaires. La différence
de résultats entre les deux études peut s’expliquer par les populations étudiées (adolescents vs
adultes) et/ou les protocoles d’exercices utilisés (sous maximal vs maximal) cependant elles
montrent toutes les deux que I’exercice aigu n’induit pas de réaction inflammatoire exacerbée.

Ces études n’ayant pas rapportées de conséquences cliniques graves, notamment des CVOs,
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elles confirment que I’exercice sous maximal d’une durée maximale de 20 minutes ne présente

pas de risques pour les patients drépanocytaires S/S.

3- L’exercice chronique

Nous avons vu dans les paragraphes précédents que I’exercice aérobie modérée ne présentait
pas de danger pour les patients drépanocytaires malgré des dysfonctions marquées des systemes
ventilatoire et cardiovasculaire. Il est aujourd’hui bien démontré que I’exercice aérobie modéré
pratiqué de maniere chronique entraine des bénéfices importants sur la fonction de ces deux
systemes chez des sujets sains et pathologiques. Ainsi, cela a conduit a la réalisation de
plusieurs études sur les effets de 1’exercice chronique et régulier chez les patients

drépanocytaires.

a- Généralités

L’exercice chronique correspond a une situation ou 1’exercice est pratiqué de fagon
réguliere permettant ainsi des adaptations bénéfiques au niveau cardio-vasculaire et musculaire
(Camera et al., 2016; Nystoriak & Bhatnagar, 2018) qui sont associées a des bénéfices
importants pour la santé (Arem et al., 2015; Wabhid et al., 2016). Au niveau cardio-vasculaire,
ces adaptations vont résulter en une augmentation du débit cardiaque ainsi qu’un contrdle
vasomoteur beaucoup plus fin permettant ainsi d’augmenter I’oxygénation des organes au cours
de ’exercice (Green et al., 2011; Nystoriak & Bhatnagar, 2018). De plus, au niveau musculaire,
I’exercice chronique aérobie permet d’augmenter la perfusion sanguine grace a une
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vasodilatation augmentée grace a une production de NO accrue par I’endothélium (Green et al.,
2011). L’exercice aigu entraine une augmentation de la contrainte de cisaillement du sang sur
I’endothélium ce qui provoque une production locale de NO (Korthuis, 2011). Ainsi, la
répétition de ces stimuli va permettre d’augmenter la production de NO et donc I’amplitude de
la vasodilatation induite par le flux (Sun et al., 1994; Taddei et al., 2000). Cette adaptation a été
mise en évidence chez les sujets sains (Sugawara et al., 2007; Sun et al., 1994; Taddei et al.,
2000) mais également dans plusieurs pathologies chroniques (Higashi et al., 1999; Linke et al.,
2001; Maiorana et al., 2000; Moriguchi et al., 2005). Dans le contexte de la drépanocytose,
I’exercice chronique aérobie pourrait augmenter la biodisponibilit¢é en NO limitant ainsi les
conséquences vasculaires liées a la pathologie. Enfin, comme décrit précédemment,
I’inflammation et le stress oxydatif ont un rdle central dans le développement de la
physiopathologie de la drépanocytose (Nader et al., 2020). Ainsi, les effets anti-inflammatoires
(Petersen & Pedersen, 2005) et anti-oxydants (de Sousa et al., 2017) de ’exercice chronique
constitueraient une stratégie thérapeutique intéressante pour limiter I’implication de ces deux
parametres. En effet, I’exercice chronique aérobie diminue la concentration plasmatique en
CRP (Fallon et al., 2001; Mattusch et al., 2000), en TNF-a, (Nilsson et al., 2019) et en IL-6
(Lavin et al., 2020; Viana et al., 2014) qui sont des médiateurs fortement impliqués dans
I’apparition d’un environnement pro-inflammatoire lors du vieillissement et dans plusieurs
pathologies chroniques, dont la drépanocytose (Flynn et al., 2007). Enfin, bien que I’exercice
aigu soit associé a une augmentation transitoire du stress oxydatif systémique, qui est expliquée
par la production d’EORs musculaires (Powers et al., 2011), I’exercice chronique aérobie est

associée a une diminution du stress oxydatif systémique chez le sujet sain (de Sousa et al.,
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2017). En effet, plusieurs études ont montré qu’un exercice chronique aérobie permettait de
diminuer la peroxydation lipidique plasmatique et dans le GR (Miyazaki et al., 2001; Pialoux
et al., 2006) indiquant ainsi que 1’exercice chronique aérobie limiterait les dommages oxydatifs
cellulaires. De plus, il permettrait d’augmenter la capacité antioxydante plasmatique et
érythrocytaire ce qui diminuerait ainsi le stress oxydatif. Plus précisément, suite a ce type
d’exercice, I’activité de la SOD, de la CAT et de la GPx étaient augmentées dans le GR (Mena
et al., 1991; Ohno et al., 1988; Robertson et al., 1991; Tessier et al., 1995) et au niveau
plasmatique (Miyazaki et al., 2001). Plusieurs études ont montré que 1’activité de la glutathion
réductase €taient également augmentée avec 1’exercice chronique aérobie (Evelo et al., 1992;
Tessier et al., 1995) indiquant ainsi que la régénération du glutathion étaient plus rapide chez
les sujets entrainés. En conclusion, I’exercice chronique aérobie est capable d’induire des effets
bénéfiques sur le stress oxydatif et I’inflammation. Dans le contexte drépanocytaire, ce type
d’exercice constitue une piste thérapeutique intéressante dans la limitation de ces deux
parametres et dans ’amélioration de I’état clinique des patients. Ainsi, cela a amené plusieurs

équipes s’intéresser aux effets de I’exercice chronique aérobie chez les patients drépanocytaires.

b- L’exercice chronique aérobie dans la drépanocytose

Une étude pionniere menée par Barbeau er al en 2001 s’est intéressée aux effets de la
répétition sur 3 jours consécutifs d’un exercice aérobie sous-maximal chez les patients

drépanocytaires sur I’inflammation et le métabolisme du NO (Barbeau et al., 2001). Cependant,
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I’étude n’ayant duré que 3 jours afin d’éviter d’éventuelles complications cliniques, les résultats
obtenus avaient une portée limitée. Afin d’étudier les effets de I’entrainement tout en évitant
d’induire des complications cliniques graves, les premieres études ont été réalisées dans des
modeles pré-cliniques de souris drépanocytaires : les modeles SAD et Townes. Les souris SAD
sont des souris transgéniques exprimant une hémoglobine mutée avec trois mutations : la
BS®Val, la mutation Antilles BS?*Ile et la mutation D-Punjab BS'>'Gln (Trudel et al., 1991).
D’un point de vue phénotypique, elle se caractérise par une sévérité modérée avec une absence
des modifications hématologiques observées chez les patients (Trudel et al., 1994). Cependant,
en conditions hypoxiques, il est possible d’observer certaines complications cliniques de la
drépanocytose liées a la falciformation des GRs. Le modele Townes, quant a lui, est caractérisé
par des souris humanisées «knock in», c’est-a-dire dont le géne humain codant pour
I’hémoglobine humaine est exprimé a la place du géne murin (Wu et al., 2006), ainsi, il est
possible d’obtenir des souris de génotype A/A, A/S ou S/S. D’un point de vue phénotypique,
c’est un modele sévere de la pathologie dans lequel il est possible d’observer des altérations
hématologiques, spléniques, pulmonaires et hépatiques semblables a celles observées chez les
patients (Wu et al., 2006). De plus, elle présente un profil inflammatoire et un stress oxydatif
semblable a ceux des patients au niveau cardiaque, hépatique, splénique et pulmonaire (Charrin
et al., 2016). Par conséquent, ce modele plutdt représentatif de la pathologie drépanocytaire est
de plus en plus utilisé par les différentes équipes de recherche étudiant la drépanocytose. Les
différentes études menées chez ces souris ont montré des effets bénéfiques de 1’entrainement
aérobie ou de ’activité physique sur plusieurs paramétres impliqués dans la physiopathologie

de la drépanocytose. En effet, une augmentation de 1’activité physique spontanée de 8 semaines
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chez des souris SAD a entrainé une diminution des altérations hémorhéologiques (Faes et al.,
2015), du stress oxydatif dans le coeur (Charrin et al., 2015) et de 1’activation endothéliale
pulmonaire au moment d’un cycle d’hypoxie/réoxygénation (Aufradet et al., 2014). Un
entralnement aérobie de 8 semaines a permis de limiter I’inflammation (nombre de globules
blancs et cytokines pro-inflammatoires) chez des souris Townes (Charrin et al., 2017), ainsi que
la congestion de la rate. Ces ¢études ont permis de montrer que 1’exercice chronique modéré
avait des effets bénéfiques sur plusieurs parametres physiopathologiques de la drépanocytose
amenant ainsi plusieurs équipes a s’intéresser aux effets de ce type d’entrainement chez les
patients drépanocytaires. Une premiere étude publiée par Gellen et al (2018) a montré qu’un
entralnement de 8 semaines, avec 3 sessions de 45 minutes d’exercice aérobie sous maximal,
avaient des effets bénéfiques tres intéressants chez des patients drépanocytaires S/S. En effet,
la capacité a I’exercice des patients entrainés était améliorée avec une augmentation de la
VOgpic et de la puissance produite au SV1. Ensuite, Abd El-Kader & Al-Shreef (2018) ont mis
en évidence qu’un entrainement aérobie de 12 semaines a 70% de la fréquence cardiaque
maximale avait un effet anti-inflammatoire important chez les patients drépanocytaires S/S. En
effet, a la suite de cet entrainement, la concentration sanguine en TNF-a et IL-6, deux
médiateurs pro-inflammatoires, ainsi que le nombre de globules blancs sanguins étaient
diminués. Enfin, il a ét¢ montré que 6 semaines d’entrainement a 70% de I’intensité atteinte au
SV1, 2 fois par semaine, avait des effets bénéfiques au niveau sanguin chez des enfants
drépanocytaires (Grau et al., 2019). Ce protocole d’entrainement a diminué la concentration en
hémoglobine libre et a également amélioré le métabolisme du NO au niveau sanguin et dans le

GR. De plus, les enfants drépanocytaires entrainés présentaient une efficience ventilatoire
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accrue au cours de I’exercice par rapport aux enfants du groupe contrdle. Ces études n’ont
rapporté aucune complication clinique grave chez les patients au cours et apres le protocole
confirmant ainsi I’innocuité de I’exercice modéré et individualisé pour cette population. II est
également a noter qu’en plus des bénéfices physiologiques énoncés, Gellen et al ainsi que Grau
et al rapportent que les patients ayant suivi les protocoles d’entrainements ont également
augmenté leur niveau d’activité physique spontanée dans leur vie quotidienne. En conclusion,
ces études encourageantes montrent un bénéfice certain de 1’activité physique pour la prise en

charge et I’amélioration de 1’état clinique des patients drépanocytaires.
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Chapitre 3 - LA FONCTION MUSCULAIRE

SQUELETTIQUE

Comme décrit dans les paragraphes précédents, la drépanocytose est une maladie de
I’hémoglobine qui se caractérise par des altérations cardio-vasculaires qui sont responsables de
complications cliniques graves. Cependant plusieurs études ont récemment mis en évidence des
altérations profondes du muscle squelettique drépanocytaire a la fois au niveau histologique
mais aussi fonctionnel. Ainsi, ce chapitre s’intéressera au muscle squelettique et ses altérations
dans le cadre de la drépanocytose. La structure et la fonction du muscle squelettique seront
décrites puis dans une seconde partie, les altérations spécifiques a la drépanocytose seront
présentées ainsi que les effets de 1’exercice aigu et chronique sur le muscle squelettique

drépanocytaire.

I- Le muscle squelettique : structure et fonction

1- Le muscle squelettique

a- Structure

Le role principal du muscle squelettique est d’assurer la locomotion via la mise en
mouvement du squelette et le maintien de la posture. Ainsi anatomiquement, le muscle est
directement attaché aux os ou indirectement via les tendons. La structure du muscle est
organisée selon plusieurs niveaux hiérarchisés qui vont lui permettre de produire et de

transmettre la force nécessaire a la production d’un mouvement. L’unité de base du muscle
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squelettique est la fibre musculaire qui est une cellule de forme cylindrique qui s’étend sur toute
la longueur du muscle. Ces fibres vont se regrouper en faisceaux musculaires qui vont eux-
mémes se regrouper pour former le muscle squelettique. Chacune de ces structures est entourée
d’une capsule de tissu conjonctif qui a un role de transmission de la force et un rdle de
protection : I’endomysium pour les fibres, le périmysium pour les faisceaux et enfin
I’épimysium pour le muscle entier (Figure 12). Cependant a I’intérieur du muscle, il est possible
de trouver d’autres cellules que les fibres musculaires qui jouent également un role dans la

fonction du muscle squelettique.

Partie d'une libre (cellule)

laire Strie | Strie A Strie |
P Os Périmysium  Vaisseau 1 1
sanguin

| T
Z H (zone claire) Z

7Np
TS M

i\

Myofibrilles

Fibre (cellule)
musculaire

Tendan Epimysium Endomysium  Falsceau
(entre les (recouvert du 7
fibres) peérimysium) Tubule transverse —————(" S

Mitochondrie

Figure 12 : Structure (gauche) et ultrastructure (droite) du muscle squelettique

(Illustration extraite de Marieb, 1998).

En effet, il est possible d’observer la présence de motoneurones qui innervent les fibres
permettant ainsi la transmission des messages nerveux initiant la contraction. De plus, du fait
de sa fonction, le muscle squelettique est un organe qui présente une consommation énergétique
élevée nécessitant des échanges importants avec le sang. Ainsi, le muscle est un organe tres
fortement vascularisé permettant I’apport en substrats et en O et I’évacuation des déchets

métaboliques. De la méme facon que le muscle squelettique, la fibre musculaire va étre
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organisée selon plusieurs niveaux hiérarchiques qui vont lui permettre d’assurer sa fonction
contractile. En effet, la fibre musculaire est constituée d’un regroupement de structures plus
petites appelés myofibrilles reliés a la membrane plasmique. Ces myofibrilles sont composées
de structures protéiques complexes, les sarcomeres, composés principalement de filaments
épais de myosine et des filaments fins d’actine et reliés physiquement a la membrane plasmique.
D’un point de vue fonctionnel, elles ont la capacité de se raccourcir entrainant la membrane
plasmique et donc provoquent un raccourcissement général de la fibre, qui va étre a la base de
la contraction musculaire. De plus les myofibrilles sont entourées d’un réseau de réticulum
endoplasmique particulier, le réticulum sarcoplasmique, qui stocke des quantités importantes
de calcium nécessaire a la contraction musculaire. Le muscle squelettique est également
composé de structures protéines complexes appelées sarcomeres, qui lui confere son aspect strié
(Figure 12). Le sarcomére est ’'unité contractile de base de la fibre musculaire et est composé
de myofilaments épais de myosine et fins d’actine. Ces myofilaments s’organisent de maniere
particuliere au sein du sarcomere : 6 filaments d’actine vont étre disposés paralléelement autour
d’un filament de myosine et, par conséquent, 1 filament d’actine se trouve au milieu d’un
triangle de filaments de myosine. Cette organisation particuliere a pour but de permettre
I’interaction puis le glissement des filaments d’actine le long des filaments de myosine,
entrainant le raccourcissement du sarcomere (Huxley & Niedergerke, 1954; Huxley & Hanson,
1954). De plus, il existe une liaison directe entre les filaments d’actine, la membrane plasmique
et endomysium via un complexe protéique appelée complexe dystrophine-dystroglycane.

Ainsi au niveau de la fibre musculaire, le raccourcissement des sarcomeres va entrainer la
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production d’une force qui va étre transmise le long des disques Z et de ’endomysium jusqu’a

I’extrémité du muscle (Frontera & Ochala, 2015).

b- Les protéines contractiles

Les myosines sont une superfamille de protéines motrices qui jouent des roles clés dans
le processus de contraction des cellules musculaires mais aussi non musculaires (Ojima, 2019).
Au niveau structural, la myosine est une protéine hexamerique de 500 KDa composée de deux
chaines lourdes, de deux chaines légeres et de deux chaines 1égeres régulatrices qui ont chacune
un role précis dans P’activité de la myosine (Figure 13). Les chaines lourdes sont situées au
niveau de I’extrémité N-terminale et forme des structures globulaires, appelées téte de myosine,

qui vont assurer le rdle moteur de la molécule.

Chaine 1égere
Téte de myosine

Chaine lourde

Chaine legere
régulatrice

Hélice a
Figure 13 : Représentation schématique d’une molécule de myosine.

En effet, ce sont elles qui se lient aux filaments fins d’actine et les entrainent pour
raccourcir le sarcomere. En plus de leur fonction motrice, ces chaines lourdes de myosine

possédent une activité ATPase permettant ainsi de fournir I’énergie nécessaire au déplacement
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des filaments d’actine. Il existe une dizaine d’isoformes de la myosine mais au niveau
musculaire, trois sont importantes : la myosine I, la I1a et la IIX, qui different par leur vitesse
d’hydrolyse de I’ATP (Gelfi etal., 2011). Ces différentes vitesses ont un role prépondérant dans
la vitesse de contraction de la fibre musculaire : plus la vitesse d’hydrolyse est rapide et plus la
vitesse de contraction le sera également. Ainsi, il est possible de distinguer les fibres
musculaires de type I, Ila et IIx en fonction de I’isoforme de myosine présent majoritairement,
et qui different par leur vitesse de contraction, leur taille ou encore leur métabolisme
énergétique (Bloemberg & Quadrilatero, 2012). Les chaines lourdes de myosine sont reliées
aux deux chaines légeres qui vont former une hélice a leur donnant une forme de tige. Enfin,
les deux chaines régulatrices possedent un role dans la vitesse de contraction des fibres et dans
la passage d’une typologie de fibre I vers Ila, en fonction de leur état de phosphorylation (Gelfi
et al., 2011). L’actine est une protéine globulaire de 43 KDa, I’actine G, qui polymérise pour
former des filaments d’actine F formant ainsi les filaments fins du sarcomére (Gelfietal., 2011).
Elle est composée de 4 sous-domaines : les 2 premiers qui interagissent avec les tétes de
myosines au moment de la contraction et les deux autres qui interagissent avec les autres

composants de I’actine (Figure 14).
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Figure 14 : Représentation schématique de la structure d’une molécule d’actine associée au complexe

troponine-tropomyosine.

L’interaction entre la myosine et 1’actine est empéchée par un complexe protéique : le
complexe troponine-tropomyosine. La tropomyosine est un dimere qui s’enroule autour des
filaments d’actine et qui va cacher les sites d’interaction de 1’actine avec la myosine. Elle est
reliée a la troponine qui est une protéine composée de trois sous-unités : la troponine C, la
troponine I et la troponine T qui ont chacune des fonctions bien spécifiques (Ohtsuki &
Morimoto, 2008). La troponine T assure la liaison avec la tropomyosine alors que la troponine
I joue également un role inhibiteur en masquant les sites de liaisons entre 1’actine et la myosine.
Enfin, la troponine C est capable de fixer le Ca?* libéré par le réticulum sarcoplasmique et joue

un role central lors du couplage excitation-contraction.
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2- Mécanismes cellulaires de la contraction

a- Le couplage excitation-contraction

Le couplage excitation-contraction se définit comme la suite d’événements se déroulant
entre la stimulation du muscle squelettique par les motoneurones et la contraction musculaire
(Figure 15). Ainsi le premier événement de ce couplage est la libération et la fixation de
I’acétylcholine sur son récepteur au niveau de la jonction neuromusculaire. Cet événement
provoque une dépolarisation transitoire, appelée potentiel de plaque, qui se transforme en
potentiel d’action (PA) (Hodgkin & Huxley, 1952) transitant jusqu’au tubule T (Adrian et al.,
1969). Les tubules T sont des structures membranaires qui jalonnent la fibre musculaire et qui
correspondent a des invaginations du sarcolemme (Franzini-Armstrong & Porter, 1964). A
I’intérieur de ces structures, il est possible de trouver des canaux calciques voltages dépendants,
les récepteurs aux dihydropyridines (DHPR), reliés a une protéine située sur le réticulum
sarcoplasmique, le récepteur a la ryanodine (RyR). Plus précisément, 1’interaction entre les
deux protéines s’effectue sous forme de tétrades, i.e. 4 DHPR sont reliés physiquement a un
RyR (Block et al., 1988). Lorsquun DHPR s’ouvre sous I’action d’un PA, il va subir un
changement allostérique qui provoque I’ouverture du RyR et la libération de Ca?* dans le
cytoplasme de la fibre (Rios et al., 1993). En effet, suite a ’ouverture du RyR , la concentration
intracellulaire en Ca?* va augmenter de 100 nM (Williams et al., 1990) jusqu’a 20 uM (Baylor
& Hollingworth, 2003). Le Ca?* libéré va ensuite transiter jusqu’aux protéines contractiles et
initier le cycle d’interaction actine-myosine responsable de la production de force (Debold,

2012; Holmes & Geeves, 2000). Le Ca* libéré va se fixer sur la troponine C et induire une
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rotation du complexe troponine-tropomyosine sur le filament d’actine permettant de libérer les

sites d’interactions entre I’actine et la myosine (Ohtsuki & Morimoto, 2008).
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Figure 15 : Résumé des événements ayant lieu au cours du couplage excitation/contraction

musculaire (Illustration extraite de Marieb, 1998).

De maniére basale, la myosine est reliée a I’actine dans un état de rigor permettant ainsi
de maintenir une certaine tension au niveau des myofibrilles (Holmes & Geeves, 2000).
L’hydrolyse d’une molécule d’ATP au niveau de la myosine ATPase entraine la formation d’un
complexe stable entre la myosine, 1’adénosine diphosphate (ADP) et le phosphate inorganique
(Pi) qui va se fixer a ’actine (Lymn & Taylor, 1971). A cet instant du cycle, I’interaction entre
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ce complexe et ’actine est faible et la myosine va libérer les molécules d’ADP et de Pi
provoquant de nouveau une interaction forte entre les deux molécules. La libération de ces deux
molécules entraine un changement conformationnel de la té€te de myosine qui est responsable
du glissement des filaments d’actine a 1’origine du raccourcissement des sarcomeres et de la
fibre musculaire (Debold, 2012; Holmes & Geeves, 2000). Apres cet événement, 1’actine et la
myosine vont se maintenir dans un état rigide attendant I’initiation d’un nouveau cycle par une

molécule de calcium. Les différentes étapes de cette interaction sont résumées dans la figure

16.

() (c)
AM-ADP-Pi M-ADP-Fi

—ADP+Pi

AM - M-ATP —
(a) ()]

Figure 16 : Résumé des étapes de I’interaction entre 1’actine et la myosine menant au
raccourcissement du sarcomere et a la contraction musculaire (Extrait de Holmes & Geeves,

2000). A : actine ; AM : Couplage actine myosine ; M : Myosine
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b- Le récepteur a la ryanodine (RyR)

Le RyR est un homotétramere situé dans la membrane du réticulum sarcoplasmique dont
le role principal est la libération du Ca?*. Il existe trois isoformes du RyR dont deux sont
spécifiques aux cellules musculaires : le RyR1 au niveau du muscle squelettique et le RyR2
dans le muscle cardiaque (Meissner, 2017). Le RyR3, quant a lui, semble ubiquitaire et
s’exprime assez faiblement dans plusieurs tissus dont le cerveau, les muscles lisses ou les fibres
musculaires de type I (Meissner, 2017). D’un point de vue structural, elle est constituée de 4
sous unités, ayant chacune un poids moléculaire de 550 KDa, donnant a la protéine une forme
caractéristique de champignon (Serysheva et al., 2007). Ainsi, elle est composée d’une partie
transmembranaire longiligne, assimilée a la tige du champignon, qui joue le role de canal pour
les ions Ca?* et d’une partie plus imposante cytoplasmique, assimilée au chapeau, qui a un rdle
régulateur (Calderdn et al., 2014). Cette partie régulatrice joue un role majeur dans la stabilité
du RyR, notamment en le maintenant dans un état fermé. En effet, il a ét€ montré dans plusieurs
pathologies chroniques qu’une oxydation, une nitrosylation et une hyperphosphorylation du
RyR ont un effet déstabilisateur augmentant ainsi sa probabilité d’ouverture. Cela provoque
une sortie spontanée de Ca?* déplétant progressivement les réserves en Ca?* qui entraine un état
musculaire pathologique associée a une concentration intracellulaire en calcium accrue
(Andersson et al., 2011; Bellinger et al., 2008, 2009; Waning et al., 2015). La libération de Ca**
va donc étre réduite au moment du couplage excitation-contraction ce qui diminue ainsi la force
produite par le muscle squelettique. D’un point de vue physiopathologique, ces modifications

seraient causées par la présence d’un environnement pro-inflammatoire et pro-oxydant
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chronique (Waning et al., 2015). Afin d’éviter ce phénomene, plusieurs molécules ont un role
stabilisateur pour le RyR en se fixant a la fois sur la partie cytosolique mais également a la
partie transmembranaire. En effet, la protéine FKBP12, ou calstabine, va se lier au RyR sur sa
partie cytosolique dans le but de le stabiliser (Steele & Samsé, 2019). De la méme fagon, a
I’intérieur du réticulum sarcoplasmique, la calséquestrine se lie au RyR dans sa partie
transmembranaire stabilisant la protéine (Wei et al., 2006). Ainsi ces deux protéines vont
maintenir le RyR dans un état fermé évitant ainsi une vidange des réserves en Ca?* du réticulum

sarcoplasmique.

c- Les pompes SERCA

Les pompes SERCA sont des pompes ATPases dont le rdle est de recapter le Ca’* a
I’intérieur du réticulum sarcoplasmique grace a I’utilisation de molécules d’ATP. C’est une
protéine de 110 KDa qui est composée d’une partie transmembranaire ayant une fonction de
canal et une partie cytoplasmique composée de trois domaines dont un site ATPase (Periasamy
et al., 2017). I est possible de trouver trois isoformes qui s’expriment dans le muscle
squelettique, le muscle cardiaque et des cellules non musculaires et qui se différencient par leur
vitesse de recaptage du calcium. Ainsi, SERCAI est exprimée dans les fibres de type II et
posséde une vitesse de recaptage du Ca?* élevée alors que SERCA?2 est exprimée dans le coeur
et les fibres de type I et est caractérisée par une vitesse de recaptage du Ca’* plus lente

(Periasamy et al., 2017). De la méme maniere que le RyR, il semblerait que 1a nitrosylation de
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SERCA limite son activité de recaptage du Ca?* en modifiant notamment son site catalytique
pour I’ATP (Alvarez et al., 2009; Ishii et al., 1998; Vazquez et al., 2016; Zizkov4 et al., 2014).
L’impact de ces modifications in vivo n’est pas encore totalement connue mais la limitation du

recaptage du Ca* pourrait limiter la vitesse de relaxation musculaire.

3- La fonction musculaire

La fonction musculaire peut se définir comme la capacité d’un muscle a produire de la
force ou de la puissance mais également par sa résistance aux modifications qui peuvent altérer
cette capacité. Elle est la résultante de I’interaction complexe entre des facteurs intrinseques au
muscle squelettique et des modalités de stimulations nerveuses par le SNC. Les altérations de
cette fonction peuvent €tre transitoires, comme au cours d’un exercice, ou chroniques, comme

c’est le cas dans de nombreuses pathologies.

a- Concept d’unité motrice et recrutement musculaire

Une unité motrice (UM) est une structure qui se compose d’un motoneurone et de
I’ensemble des fibres musculaires qu’il innerve (Heckman & Enoka, 2012) (Figure 17). D’un
point de vue physiologique, c’est un transducteur neuro-mécanique, i.e. elle a pour fonction la
transduction de la commande motrice provenant du SNC en mouvement généré par le muscle
squelettique. Ainsi, elle constitue 1’unit¢ de base dans la production et le contrdle du
mouvement dans la vie quotidienne et dans l’exercice. La fonctionnalit¢ des UMs est

conditionnée par deux parametres : la fréquence de décharge du motoneurone et le type de
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fibres musculaires innervées. Elles vont donc se diviser en deux catégories en fonction de leur
seuil de recrutement : les UMs de bas seuil et celles de haut seuil (Heckman & Enoka, 2012).
Les UMs de bas seuil correspondent a des UMs composées de petites fibres musculaires
possédant un seuil de stimulation plutdt bas. Elles sont donc caractérisées par un recrutement
rapide mais une force produite plutdt basse. A I’inverse, les UMs de haut seuil sont composées
de fibres musculaires avec un diametre important mais dont les seuils de stimulation sont plus
hauts. Ainsi, du fait de leur diametre, elles produisent une force élevée comparées aux UMs de

bas seuil.
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Figure 17 : Schéma simplifié de 1’anatomie d’une unité motrice (Illustration extraite de Marieb,

1998)

Au cours du mouvement, ces UMs sont recrutées par le SNC en fonction du mouvement
et de la force nécessaire a celui-ci. Le recrutement des UMs par le SNC suit un principe précis,

le principe de taille d’Henneman : les UMs de bas seuils sont d’abord recrutées, produisant des
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niveaux de force plutot bas, puis a mesure que la stimulation nerveuse augmente, les UMs de
plus hauts seuils vont étre recrutées augmentant ainsi le niveau de force produit (Henneman,
1957) (Figure 18). Par conséquent, les UMs possédant le seuil de recrutement le plus haut et
produisant le plus de force sont uniquement recrutées au moment de contractions maximales
(De Luca & Contessa, 2012). L’activité¢ des UMs est trés fortement controlée au cours du temps
afin d’assurer une fonction optimale a la fois par le SNC (Heckman & Enoka, 2012) et les

différents messages afférents (Windhorst, 2007).

Recrutement des UMs
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UMs recrutées UMSs non recrutées

Figure 18 : Schéma représentant le principe d’Henneman expliquant le recrutement des UMs

en fonction de la force produite au cours d’une contraction. MN : motoneurone.

b- Recrutement des unités motrices et production de force

La force produite par un muscle squelettique peut étre caractérisée par trois relations : la
relation Force-Fréquence, la relation Force-Longueur et la relation Force-Vitesse (Gilman &
Arbor, 1983). La relation Force-Fréquence correspond a la relation entre la fréquence de

décharge des motoneurones et la production de force a une longueur optimale et une vitesse
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nulle. En effet, lorsque la longueur et/ou la vitesse du muscle varient, la force produite ne
dépend pas uniquement de la fréquence de décharge mais également des autres composantes
mécaniques du muscle squelettique (Zajac, 1989). Ainsi, au niveau de ’'UM, un méme train de
PA n’induira pas la méme force en fonction des conditions de longueur et de vitesse de
raccourcissement et le SNC va ajuster 1’activation des UMs en fonction de ces conditions
(Heckman & Enoka, 2012). Par conséquent, la capacité de production de force d’un muscle est
dépendante du nombre d’UM qui la composent et de leur seuil d’excitabilité, en plus des
propriétés contractiles musculaires (Van Cutsem et al., 1997) (Figure 19). Ainsi, les plus petits
muscles impliqués dans des mouvements fins auront un nombre réduit d’UMs, produisant peu
de force, alors qu’a I’inverse, les muscle plus grands possédent un nombre plus important
d’UMs leur permettant de produire plus de force (Jenny & Inukai, 1983). Les UMs sont
également tres sensibles aux modifications de fréquence de décharge des motoneurones afin de

moduler la production de force du muscle (Heckman & Enoka, 2012).
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Figure 19 : Relation entre le recrutement des UMs et la force produite au cours d’une contraction
isométrique du premier interosseux dorsal (Extrait de Parra et al., 2020). Une ligne représente une UM
recrutée au cours de la contraction avec chaque trait représentant un potentiel d’action, permettant

ainsi d’observer la fréquence de décharge de chaque UM.
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II- Le muscle squelettique dans la drépanocytose

1- Modifications histologiques

Dans une premicre étude, Ravelojaona et al ont effectué une biopsie du Vastus
Lateralis, un des chefs musculaires du quadriceps, chez des patients drépanocytaires S/S et des
sujets sains camerounais dans le but de mettre en évidence d’éventuelles modifications
histologiques chez ces patients (Ravelojaona et al., 2015). En premier lieu, les patients
drépanocytaires S/S présentaient une amyotrophie marquée par rapport aux sujets sains,
cependant leurs muscles ne montraient pas de marqueurs de dommages tissulaires. Il est a noter
qu’une amyotrophie a été décrite dans plusieurs pathologies chroniques comme le cancer
(Powers et al., 2016), I’insuffisance cardiaque (Lavine & Sierra, 2017) et la broncho-
pneumopathie chronique obstructive (BPCO) (Barreiro & Gea, 2016) et que son origine semble
étre un environnement caractérisé par un stress oxydatif élevé, une inflammation chronique qui
s’ajoute au déconditionnement lié¢ a une sédentarité accrue (Choi et al., 2016; Dasuri et al.,
2013; Londhe & Guttridge, 2015; Rom & Reznick, 2016). D’un point de vue de la typologie
musculaire, les muscles des patients drépanocytaires sont caractérisés par une diminution du
nombre de fibres de type II, particulicrement des fibres de type Ila, et par un maintien du nombre
des fibres de type I. Pour expliquer ce phénotype, les auteurs font I’hypothése que 1’activité
physique quotidienne réduite des patients ne permettrait de recruter que les fibres de types I
plutot que les fibres de type 11, recrutées sur des activités physiques d’intensité plus ¢élevée,
maintenant ainsi D’activité contractile et le nombre de fibres de type I et limitant leur
amyotrophie. Ils ont également mis en évidence un remodelage profond de la microcirculation

sanguine du muscle squelettique drépanocytaire, caractérisé par une diminution de la densité et
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de la tortuosité des capillaires ainsi qu’une augmentation de leur diamétre. Ainsi, il est possible
que ce remodelage, notamment la diminution de la densité capillaire, implique une diminution
de I’oxygénation musculaire a I’exercice comme cela a été montré dans la BPCO (Whittom et
al., 1998). Enfin, les auteurs ont observé une diminution de I’activité de la créatine kinase de la
B-HAD et de la citrate synthase ainsi qu’une diminution de la quantité en complexes IV et V de
la chaine respiratoire mitochondriale. Il semblerait donc que la production d’ATP par la voie
aérobie soit réduite ce qui expliqueraient, avec la diminution de 1’oxygénation, 1’utilisation
préférentielle du métabolisme anaérobie par le muscle squelettique au cours de I’exercice. Cela
expliquerait ainsi la lactatémie élevée pour des puissances d’exercice réduite observée chez les
patients drépanocytaires (Gellen et al., 2018). Les auteurs de cette étude font I’hypothése que
les modifications musculaires observées chez les patients drépanocytaires S/S seraient la
conséquence de la répétition de CVOs silencieuses endommageant progressivement les
différentes structures musculaires. De facon générale, les modifications histologiques observées
dans le muscle squelettique du drépanocytaire pourraient influencer de facon négative sa

fonction et participer a I’intolérance a I’exercice observée chez le patient.

2- Modifications fonctionnelles

a- Résultats pré-cliniques

En plus des modifications histologiques présentées dans le paragraphe précédent,
plusieurs études pré-cliniques ont mis en évidence des modifications fonctionnelles du muscle
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squelettique drépanocytaire. Ainsi, en 2017, Chatel et al se sont intéressés aux modifications
de la fonction musculaire créées par un exercice localisé dans le modele Townes (Chatel et al.,
2017a). Au cours de cette étude, les auteurs ont soumis des souris saines A/A, hétérozygotes
A/S et homozygotes S/S a un protocole de stimulations électriques neuro-musculaires
permettant de simuler un exercice au niveau des muscles postérieurs de la patte. Ils ont alors
mesuré les différents parametres mécaniques associés a la production de force et leur évolution
a I’exercice, dans le but de caractériser la fatigabilit¢é musculaire. Par rapport aux souris saines
A/A, les souris drépanocytaires S/S produisaient moins de force lors d’une secousse musculaire
isolée et d’une contraction maximale isométrique. De plus, cette force maximale isométrique
était également diminuée chez les souris drépanocytaires S/S apres normalisation par la masse
musculaire. Ces résultats suggerent que ’origine de la dysfonction musculaire ne serait pas
uniquement I’amyotrophie mais ¢galement une dysfonction du couplage excitation-contraction.
Ensuite, les souris ont été soumises a deux protocoles d’exercice, un exercice modéré et un
exercice intense, afin de mesurer I’effet de I’intensité de I’exercice sur la fatigabilité musculaire,
quantifiée par la perte de force au cours de I’exercice. Cette perte de force était semblable entre
les différents groupes suggérant une fatigabilité musculaire similaire a une intensité¢ d’exercice
modérée, cependant a une intensité éElevée, celle-ci était supérieure chez les souris
drépanocytaires S/S suggérant une fatigabilité musculaire accrue. De plus, la vitesse de montée
en force, un marqueur de la capacité du muscle a produire de la force dans un temps court, était
réduite a 1’état basal chez les souris drépanocytaires S/S et la réduction de cette vitesse de
montée en force était beaucoup plus importante a la suite de I’exercice intense chez ces souris.

Ainsi, ces résultats indiquent que la dysfonction musculaire chez la souris drépanocytaire n’est
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pas seulement caractérisée par un défaut de la capacité a produire de la force mais également
par une fatigabilité musculaire accrue. Cette dysfonction semble étre la conséquence de
modifications intra-musculaires causées par [’environnement physiopathologique de la
drépanocytose. Dans une autre étude reprenant les mémes conditions expérimentales, Chatel et
al ont ensuite mesuré¢ les modifications métaboliques musculaires au cours de I’exercice en
utilisant la technique de résonnance magnétique nucléaire (Chatel et al., 2017b). Au cours des
deux exercices d’intensit¢ modérée et élevée, les souris S/S présentaient une acidose plus
marquée que les deux autres groupes de souris, qui pourraient étre expliquée par une utilisation
préférentielle du métabolisme anaérobie lactique chez ces souris. L’acidose intracellulaire au
cours d’un exercice est un des phénomenes participant a 1’instauration de la fatigue musculaire
(Allen et al., 2008), ainsi 1’acidose plus marquée au cours de I’exercice pourraient participer a

la fatigabilité accrue observée chez les souris drépanocytaire Townes.

b- Résultats cliniques

Plusieurs études ont montré que la force maximale isométrique de préhension était
diminuée a la fois chez les patients drépanocytaires adultes (Gongalves et al., 2019; Waltz et
al., 2012b) mais aussi enfants et adolescents (Dougherty et al., 2018; Moheeb et al., 2007; Wali
& Moheeb, 2011). De plus, Dougherty et al (2018) ont mis en évidence qu’apres normalisation
par le Z-score, cette force maximale isométrique de préhension restait inférieure chez les
adolescents drépanocytaires indiquant que le retard de croissance observé dans la
drépanocytose ne pouvait pas expliquer a lui seul la dysfonction musculaire. Enfin, lors de ces

¢tudes, les patients produisaient une puissance pic inférieure lors d’un squat jump maximal
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comparés a leurs homologues sains (Dougherty et al., 2018; Moheeb et al., 2007). Ces résultats
indiqueraient que la dysfonction musculaire du drépanocytaire apparaitrait tot dans la vie du
patient, avec un impact important sur la capacité fonctionnelle. Enfin, deux études se sont
intéressées a la fatigabilité musculaire du patient drépanocytaire au cours d’un exercice mono-
articulaire. La premiere étude menée par Waltz ef al (2012) a mesuré la perte de force suite a
un exercice isométrique maximal de I’avant-bras et n’a pas observé de différences entre sujets
S/S et A/A cependant ce type d’exercice induit plus d’inhibition de la commande motrice
volontaire que de baisse de la contractilité musculaire (Babault et al., 2006) et ne semble pas
adapté a la mise en évidence d’une implication du muscle squelettique (Waltz et al., 2012b). La
seconde étude menée par Gongalves et al (2019) consistait en un exercice composé de 2 blocs
de 15 extensions isocinétiques du genou a 240°/s qui n’a également pas induit de fatigue
musculaire chez les sujets, ce qui pourraient étre expliqué par la faible intensité d’exercice. Par
conséquent, la présence d’une fatigabilit¢ accrue du muscle squelettique chez le patient
drépanocytaire reste encore a mettre en évidence. Enfin, Gongalves et al ont décrit que les
couples de forces produits par les muscles de la cuisse étaient corrélés positivement aux
composantes physiques et mentales de la qualité de vie mesurée a 1’aide du questionnaire SF-
36 (Gongalves et al., 2019). Ces résultats indiqueraient que le muscle squelettique pourrait €tre
impliqué de facon importante dans la capacité fonctionnelle et la qualité de vie du patient

drépanocytaire.
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3- Effet de [’entrainement sur le muscle squelettique

a- Généralités

Les adaptations bénéfiques de I’exercice chronique au niveau systémique sont souvent
associées a l’exercice aérobie cependant, concernant le muscle squelettique, 1’exercice
chronique en résistance et aérobie permettent tous deux d’améliorer la fonction musculaire. Ces
deux modalités d’entrainement induisent des stimuli différents activant des voies cellulaires
distinctes qui se traduisent par des adaptations spécifiques (Camera et al., 2016). En effet,
I’entrainement en résistance induit des effets sur la masse musculaire et la capacit¢ de
production de force (Lixandrdo et al., 2018; Schoenfeld et al., 2016) alors que I’entrainement
aérobie augmente la capacité musculaire a utiliser IO, pour produire de I’énergie (Hawley et
al., 2018). Une des adaptations principales de ce dernier est I’augmentation de la biogénése
mitochondriale (Vifia et al., 2009) associée a une augmentation de I’activité des enzymes
impliquées dans le métabolisme aérobie (Murias et al., 2011; Siu et al., 2003). Cette élévation
de la capacité du métabolisme aérobie est également associée a une augmentation de la
vascularisation musculaire (Murias et al., 2011; Olver et al., 2015). En effet, ’exercice
chronique aérobie est associé a une augmentation de la densité et de la tortuosité capillaire qui
serait induite par un facteur de croissance, le vascular endothelial growth factor (VEGF) produit
majoritairement par le muscle et I’endothélium (Olver et al., 2015). L’ensemble de ces
adaptations semblent étre initiées par un facteur de transcription précis : le PGC1-a (Arany et

al., 2008; Camera et al., 2016; Kang et al., 2013) dont I’activation se fait par la déplétion

importante en énergie (Canté & Auwerx, 2009) et I’augmentation de la concentration en EORs
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(Ferraro et al., 2014) au cours de ce type d’exercice. De plus, il est intéressant de noter que
I’augmentation de la concentration en EORs au cours de 1’exercice aérobie permet de stimuler
la production d’enzymes antioxydantes (Merry & Ristow, 2016) provoquant ainsi
I’augmentation de leur activité¢ au sein du muscle squelettique (Laughlin et al., 1990; Plant et
al., 2003; Powers et al., 1994). Dans un cadre pathologique, les adaptations musculaires
associées a l’exercice chronique aérobie permettent notamment d’augmenter la capacité
musculaire a utiliser I’O, (Bowen et al., 2015). Ces adaptations associées a celle du systeme
cardiovasculaire permettent ainsi une augmentation de la capacité a I’exercice et de la qualité
de vie des patients (Adams et al., 2017). A I’inverse, I’entrainement en résistance est associé a
une augmentation de la force maximale du muscle squelettique (Schoenfeld et al., 2015), de la
vitesse de production de force (Aagaard et al., 2002) et de la masse musculaire (Damas et al.,
2015; Schoenfeld et al., 2016). Les adaptations bénéfiques liées a I’entrailnement en résistance
semblent €tre le résultat de modifications intracellulaires (Camera et al., 2016) mais également
de I’influx nerveux provenant du SNC (Aagaard et al., 2002; Del Vecchio et al., 2019). Alors
que les principaux stimuli des adaptations liées a I’exercice aérobie sont la déplétion en
substrats énergétiques et I’augmentation de la production en EORs, le principal stimulus
déclenchant les adaptations liées a I’entrailnement en résistance est la tension mécanique
appliquée au muscle au cours de 1’exercice (Adams et al., 2004). L’augmentation de la tension
mécanique va activer une voie cellulaire finissant par ’activation de mTOR, le principal facteur
de transcription impliqué dans I’augmentation de la masse musculaire (Goodman, 2019). Ainsi,
I’entrainement en résistance va provoquer une hypertrophie musculaire (Damas et al., 2015;

Schoenfeld et al., 2016) qui est généralement associée a un gain de force maximale du muscle
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squelettique (Schoenfeld et al., 2015). De plus, a court terme, ce type d’entrainement entraine
des modifications au niveau de la capacité de recrutement des unités motrices par le SNC qui
vont modifient le codage de I’influx nerveux ce qui résulte en un recrutement amélioré des UMs
(Del Vecchio et al., 2019). Ainsi ces modifications permettrait un gain de force maximale (Del
Vecchio et al., 2019) et de la vitesse de développement de force (Aagaard et al., 2002). De
maniere traditionnelle, les protocoles de rééducation se sont concentrés sur des modalités
d’exercice aérobie. Cependant, il semblerait que 1’entrainement en résistance ait des bénéfices

intéressants dans les populations pathologiques notamment sur la masse et la force musculaire

(Mcleod et al., 2019; Westcott, 2012).

b- Résultats pré-cliniques

Les différentes études mettant en évidence des altérations musculaires profondes
couplées a celle montrant des bénéfices de I’entrainement aérobie dans la drépanocytose ont
naturellement mené a des ¢tudes s’intéressant aux effets de 1’exercice chronique aérobie sur le
muscle drépanocytaire. Ainsi, une premiere étude pré-clinique a étudié les effets d’un exercice
chronique aérobie de 8 semaines sur le muscle de souris drépanocytaires Townes (Chatel et al.,
2017c). Plus précisément, les auteurs ont mesuré les effets de ce type d’entrainement a la fois
sur la fonction musculaire a I’exercice ainsi que plusieurs marqueurs cellulaires et moléculaires
impliqués dans le métabolisme énergétique et le stress oxydatif. D’un point de vue fonctionnel,

comme décrit précédemment, les souris S/S présentaient une force isométrique maximale
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absolue et spécifique, i.e. normalisée par la masse musculaire, réduite par rapport aux souris
A/A. Cependant bien que I’entralnement n’ait pas entrainé d’augmentation de la force
maximale isométrique, la force pic était plus importante chez les souris entrainées quel que soit
le génotype. Ainsi, il semblerait que cet entrainement ait eu un effet modéré sur la contractilité
musculaire. Au cours de I’étude, les auteurs ont également mesuré les modifications
métaboliques au cours de deux exercices d’intensité modérée et élevée induits par stimulations
¢lectriques. Un résultat intéressant est que I’acidose marquée présente chez les souris S/S avant
entrainement, a €t¢ diminuée par ’entrainement pour atteindre des niveaux semblables aux
souris A/A. Etant donné le role important de 1’acidose dans I’altération de la fonction
musculaire et dans la survenue des CVOs, cette amélioration indiquerait que 1’entrainement
aérobie permettrait de limiter les effets de 1’exercice sur I’acidose, notamment lors d’exercices
de plus haute intensité. D’un point de vue métabolique, dans le gastrocnemius, I’entrainement
n’a pas induit de modification des enzymes impliquées dans les métabolismes aérobies et
anaérobies, sauf pour I’énolase chez les souris S/S. En effet, I’énolase était significativement
diminuée chez les souris S/S entrainées ce qui pourrait indiquer que le métabolisme anaérobie
serait moins utilisé chez ces souris au profit du métabolisme aérobie. Enfin, au niveau du stress
oxydatif, ’entrainement a induit peu de changements dans le tibialis anterior des souris, tous
génotypes confondus, exceptée une diminution de la peroxydation lipidique dans I’ensemble
des groupes. De plus, I’activité de la catalase ¢était significativement diminuée chez les souris
S/S par rapport aux A/A quel que soit le statut d’entrailnement. En conclusion, bien que les

modifications observées dans cette étude soient modestes, I’augmentation de la force pic et la
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diminution de I’acidose post exercice a la suite de cet entrainement pourraient avoir des effets

bénéfiques dans I’amélioration de I’¢état clinique des patients drépanocytaires.

c- Résultats cliniques

Le protocole d’exercice chronique EXDRE, décrit précédemment (Gellen et al., 2018),
a également étudié les effets de I’entrainement sur le muscle squelettique au niveau histologique
et métabolique. Les patients entrainés présentaient une augmentation de la taille des fibres
musculaires, indiquant que 1’entrailnement pourrait limiter I’amyotrophie présente chez les
patients (Gellen et al., 2018). De plus, les patients entrainés présentaient une augmentation de
la densité capillaire et du nombre de capillaires en contact avec une fibre musculaire, avec un
pourcentage d’augmentation nettement plus grand pour les fibres de types I (Merlet et al.,
2019). Les auteurs ont également mesuré deux marqueurs histologiques permettant d’estimer
des parametres fonctionnels : 1) le rapport entre la surface de contact du capillaire avec la fibre
et la taille de la fibre et 2) le produit de la densité, de la surface des capillaires et de la
concentration en hémoglobine. Le premier permet d’estimer la surface d’échange entre le
capillaire et la fibre musculaire et il était augmenté quel que soit le type de fibre chez les patients
entrainés, avec une augmentation plus importante pour les fibres I et Ila. Le second marqueur
permet d’estimer le volume de sang passant a I’intérieur des capillaires et il était ¢galement plus
important chez les patients entrainés. Mis en relation, ces deux marqueurs suggerent un volume

de sang transitant par les capillaires plus élevé ayant pour conséquence des échanges accrus
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entre le sang et la fibre musculaire. Cependant, ce résultat reste a nuancer car il ne prend pas en
compte les effets hémodynamiques présents dans la microcirculation pouvant aussi modifier
I’oxygénation musculaire. Par ailleurs, la prise en compte du taux d’hémoglobine dans les
calculs ne tient pas compte de I’effet Fahraeus (Fahraeus, 1929) survenant dans la
microcirculation et qui correspond a une diminution de I’hématocrite (et donc du taux
d’hémoglobine) avec la diminution du diameétre des vaisseaux, jusqu’a atteindre un diameétre
vasculaire critique en dessous duquel I’hématocrite ré-augmente. Ainsi le taux d’hémoglobine
mesuré sur un prélévement veineux ne correspond pas au taux d’hémoglobine dans les
capillaires. Enfin, ’exercice chronique aérobie a ¢galement entrainé une augmentation des
enzymes impliquées dans le métabolisme aérobie (Merlet et al., 2020). En effet, I’activité de la
B-HAD, de la citrate synthase et de l’activit¢ du complexe IV de la chaine respiratoire
mitochondriale étaient plus élevées chez les patients entrainés. De plus, une augmentation de
I’activité de la cytochrome oxydase 1 a également été observée dans les fibres musculaires de
type I des patients entrainés. Enfin, contrairement aux enzymes impliqués dans le métabolisme
aérobie, les enzymes du métabolisme anaérobie et les transporteurs impliqués dans la régulation
du pH cellulaires n’ont pas ét¢é modifiés par ’entrailnement. Ainsi, ’ensemble des résultats
suggerent que 1’exercice chronique a grandement amélioré la capacité aérobie musculaire des
patients drépanocytaires a la fois sur I’apport et I'utilisation de I’O» au cours de I’exercice. En
effet, les modifications histologiques observées suggerent un apport en O» accru, notamment
au niveau des fibres de type I et Ila. De plus, I’augmentation de 1’activité des enzymes
impliquées dans le métabolisme aérobie dans les fibres de type I et Ila indiqueraient que la

capacité a utiliser de I’oxygene est améliorée chez les patients drépanocytaires entrainés. Ces
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hypotheéses peuvent en partie se vérifier avec la diminution du quotient respiratoire, de la
lactatémie et de la fréquence ventilatoire, pour une puissance donnée, observée dans le groupe
de patients entrainés. Les modifications rapportées par cette étude clinique montrent que
I’entrainement aérobie individualisé, méme de faible intensité, a des effets bénéfiques sur le

muscle squelettique et la capacité a I’exercice de fagon générale.
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Chapitre 4 — LA FATIGUE MUSCULAIRE :

DEFINITION ET CARACTERISATION

Au cours d’un exercice aigu, le phénoméne de fatigue musculaire apparait
progressivement diminuant ainsi les performances et pouvant entrainer méme [’arrét de
I’exercice. Dans un contexte pathologique, les altérations du muscle squelettique peuvent étre
responsables d’une apparition précoce de la fatigue musculaire (Bachasson et al., 2013; Buller
etal., 1991) voir d’une fatigue chronique (Twomey et al., 2017), qui seraient impliqués dans la
réduction de la capacité fonctionnelle des patients (Arena et al., 2014; Nyberg et al., 2016).
Dans ce chapitre, le concept de fatigue musculaire aigue ainsi que les différents mécanismes
pouvant expliquer son apparition au cours de 1’exercice seront décrits dans une premicre partie.
Puis dans une seconde partie, son exploration au cours d’un exercice par I’électromyographie

(EMGQG) sera expliquée.

I- La fatigue musculaire

1- Définition

La fatigue musculaire se définit comme une réduction de la capacité du muscle a
produire une force et/ou une puissance induite par 1’exercice (Gandevia, 2001). Elle constitue
un phénomene complexe dont les causes sont multifactorielles, impliquant les cortex cérébraux
jusqu’au protéines musculaires contractiles (Allen et al., 2008; Debold, 2012; Gandevia, 2001).

Bien que partiellement remis en question au cours des dernieres années, les causes de la fatigue
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ont été longtemps divisées en deux groupes : les causes centrales désignant les modifications
ayant lieu en amont de la jonction neuromusculaire et les causes périphériques qui désignent
les modifications en aval de la jonction neuromusculaire (Amann et al., 2013; Babault et al.,
2006; Bigland-Ritchie et al., 1978; Gandevia, 2001; Lambert et al., 2005). Les causes centrales
regroupent généralement les modifications de la commande nerveuse qui vont avoir pour
résultat une diminution de Il’influx nerveux descendant en direction du muscle. Ces
modifications peuvent étre dues a des facteurs psychologiques (Marcora & Staiano, 2010) et
/ou physiologiques comme une diminution de 1’excitabilité corticale (Petersen et al., 2003) ou
I’augmentation de feedbacks inhibiteurs provenant du muscle squelettique (Amann &
Dempsey, 2008). Les causes périphériques, quant a elles, se caractérisent plutot par les
modifications moléculaires intramusculaires menant a une diminution de [’excitabilité
membranaire (Allen et al., 2008), une accumulation de métabolites limitant 1’ interaction actine-
myosine (Debold, 2012) et/ou une dysfonction de I’homéostasie calcique (Cheng et al., 2018).
La principale conséquence de la fatigue musculaire étant une diminution de la capacité a
produire une force et/ou une puissance, son influence dans la performance sportive a été tres
étudiée (Alhammoud et al., 2018; Enoka & Duchateau, 2008; Fiorenza et al., 2019; Girard et
al., 2011; Millet, 2011). Cependant les populations de sujets sains et entrainés constituent une
population particuliere dans laquelle les facteurs psychologiques de la fatigue musculaire
peuvent étre moins impactant par rapport aux modifications physiologiques (Enoka &
Duchateau, 2016). Ainsi, I’étude et la création de modéles impliquant majoritairement les
modifications physiologiques comme explications ont été privilégiés (Lambert et al., 2005;

Neyroud et al., 2016; Noakes, 2011, 2012), malgré quelques travaux montrant I’'importance des
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facteurs nerveux et psychologiques dans ’apparition de la fatigue musculaire (Inzlicht &
Marcora, 2016; S. Marcora, 2009; Marcora & Staiano, 2010; Van Cutsem et al., 2017). A
I’inverse, dans une population pathologique, il semblerait que I’apparition précoce de la fatigue
musculaire ne puisse pas étre expliquée seulement par des altérations musculaires mais
également par des facteurs psychologiques. Ces facteurs auraient une grande importance
notamment en raison du fait que les individus sédentaires sont peu habitués a ressentir les
modifications corporelles inhérentes a I’exercice et que cela peut amplifier les mécanismes
inhibiteurs. (Enoka & Duchateau, 2016). Ainsi, Enoka et Duchateau (2016) ont proposé un
modele dans lequel la fatigue musculaire serait expliqué par I’interaction entre la fatigabilité de
performance et la fatigabilité psychologique. La fatigabilité de performance regroupe les
mécanismes physiologiques classiquement décrits comme responsable de la fatigue musculaire.
La fatigabilité psychologique, quant a elle, regroupe la perception de I’effort ainsi que des
facteurs comme la motivation, la fatigue ou encore méme la dépression. Par conséquent dans
ces populations, il est possible que I’arrét d’un exercice puisse étre provoqué autant par une
augmentation de la perception de I’effort et une baisse de motivation que par des modifications

physiologiques li€es a la fatigue musculaire.

11- Meécanismes d apparition de la fatigue musculaire

1- Causes centrales

La création d’'un mouvement est un phénomeéne complexe commengant par la création

d’un message nerveux au niveau des cortex moteurs qui va ensuite transiter via la moelle
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épinicre jusqu’au muscle afin d’initier la contraction. Au cours d’un exercice physique, il est
possible d’avoir une inhibition de ce message nerveux au niveau de plusieurs sites par lequel il
va transiter. Ces inhibitions ont pour principale conséquence une diminution de I’activation
volontaire du muscle squelettique et donc un recrutement d’un nombre plus réduit de fibres
musculaires. Ainsi, étant donné que moins de fibres musculaires vont étre recrutées, la force
produite par le muscle sera diminuée. Les causes de ce déficit d’activation nerveuse sont
principalement de trois types : une diminution du recrutement des UMs et/ou de 1’excitabilité
des cortex moteurs, ’apparition de feedbacks inhibiteurs provenant de la périphérie et enfin,

des facteurs psychologiques notamment motivationnels (Figure 20).

Autres aires
cérébrales Facteurs psychologiques
A Cortex
n—> moteur
Influx nerveux
descendant provenant
des cortex
Messages nerveux Motoneurones
afférents provenant du

A\

muscle

CENTRAL

PERIPHERIQUE

Muscle squelettique

Figure 20 : Résumé des causes centrales et de leurs interactions ayant pour conséquence une

diminution de I’influx nerveux généré par les motoneurones. Adapté de Taylor et al., 2016).
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a- Recrutement des unités motrices

Les modifications du recrutement des UMs au cours d’un exercice sont des mécanismes
importants dans I’apparition de la fatigue musculaire dépendants de nombreux facteurs qui se
trouvent a la fois aux niveaux supraspinal et spinal (Gruet et al., 2013). Ce mécanisme semble
tres présent dans des contractions maximales (Taylor et al., 2016) contrairement aux
contractions sous maximales. A cette intensité, il semblerait que le recrutement de nouvelles
UMs pour compenser la fatigue permettent de limiter ce phénomene (Carpentier et al., 2001).
L’excitabilité du motoneurone peut étre également fortement altérée au cours de I’exercice a la
fois par des mécanismes intrinseques a celui-ci et a des neuromodulateurs (Taylor et al., 2016).
En effet, au cours d’exercice ot une contraction sous maximale était maintenue jusqu’a l’échec,
une augmentation progressive du niveau de stimulation supraspinale apparaissait pour
compenser une diminution de I’excitabilité des motoneurones impliqués (Johnson et al., 2004).
Dans ce cas précis, la baisse de I’excitabilit¢ des motoneurones était causée par des
modifications de leurs propriétés intrinseques mais une libération de sérotonine au niveau spinal
pourrait également étre impliquée (Cotel et al., 2013). Cette diminution de 1’excitabilité des
motoneurones a essentiellement lieu au niveau spinal mais plusieurs modifications ont ét€ mises
en évidence au niveau supraspinal dont la nature dépend de I’intensité de 1’exercice. En effet,
lors d’un exercice sous maximal, il a ét€¢ observé que la stimulation des cortex moteurs était
augmentée dans le but de compenser pour la diminution de I’excitabilit¢ des motoneurones
permettant ainsi de maintenir le recrutement des UMs et la force produite par le muscle (Klass

et al., 2008). Malgré cela, il est possible d’observer une fatigue supraspinale au cours de
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I’exercice, notamment pour des intensités d’exercice maximales. Par exemple, Gandevia et al
(1996) ont montré que lors d’un exercice isométrique maximal maintenu pendant 2 minutes,

25% de la perte de force pouvait étre expliqué par la diminution de I’activité corticale.

b- Feedbacks inhibiteurs

Le dialogue entre le SNC et le muscle squelettique se fait dans les deux sens : du centre
vers la périphérie, via les motoneurones, et de la périphérie vers le centre, via plusieurs types
de fibres afférentes, permettant ainsi aux composants du SNC de contrdler 1’état de contraction
musculaire. Ces fibres afférentes sont de 4 grands types avec des localisations et des stimuli
différents qui conditionnent leurs fonctions. Les premieres sont les fibres de type la et I qui se
situent au niveau du fuseau neuro-musculaire, localisé a I’intérieur du muscle squelettique. Ces
fibres sont sensibles a 1’étirement ainsi lorsque celui-ci est trop important, ces fibres vont étre
activées et envoyer un message vers la moelle épinicre déclenchant une réponse réflexe
entralnant la contraction musculaire, c’est le réflexe myotatique (McGinnis, 2005). Les
secondes fibres sont localisées dans une partie particuliére du tendon, 1’organe tendineux de
Golgi, et sont sensibles a la tension (Windhorst, 2007). Au repos et cours d’un exercice, les
fibres de type I et II seraient plutot associées a la proprioception (Proske, 2019; Windhorst,
2007) ainsi qu’a la sensation et a I’évaluation de la force associée a un mouvement (Proske &
Allen, 2019). De plus, lors de la fatigue musculaire, elles auraient plutdt un rdle protecteur sur

la production de force par un effet de stabilisation des articulations (Windhorst, 2007). Enfin,
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les derniers types de fibres, les fibres III/IV, sont des fibres métabotropes, i.e. qui réagissent a
une concentration croissante en métabolites (Hureau et al., 2018; Pollak et al., 2014). Leur
activation entraine I’apparition de messages nerveux inhibiteurs vers le SNC qui ont pour
conséquence des sensations de fatigue et/ou de douleurs. Bien que les deux types de fibres
réagissent aux mémes stimuli, les fibres III vont étre plutdt impliqués dans des sensations de
fatigue alors que les fibres IV vont plutot créer des sensations de fatigue et de douleurs (Pollak
et al., 2014). Au cours d’un exercice, ’accumulation de métabolites produits par 1’activité
musculaire accrue va activer ces fibres de type III/IV, ce qui va mener a une inhibition de la
commande motrice volontaire (Blain etal., 2016; Taylor et al., 2016). Ces fibres sont également
associées a un phénomene de décharge corollaire qui va avoir pour conséquence une
augmentation de la perception de I’intensité de 1’exercice, qui lorsqu’elle est trop importante

peut entrainer un arrét de I’exercice (Hureau et al., 2018; Millet, 2011).

c- Facteurs psychologiques

En plus des mécanismes neurophysiologiques, il semble que la motivation et la fatigue
mentale aient un role dans la fatigue musculaire notamment lors des exercices impliquant le
corps entier. L’ implication de la motivation dans la fatigue a été suggérée dans une ¢tude menée
par Marcora et al (Marcora & Staiano, 2010). Lors de cette étude, des sujets ont effectué un
exercice sur ergocycle a 80% de leur puissance aérobie maximale dont 1’arrét était fixé au

moment ils n’étaient plus capables de maintenir une fréquence de pédalage de 60 rpm.

p. 110



Immédiatement apres cet exercice, ils ont effectué un test de puissance maximale de Wingate
et, de facon surprenante, les sujets étaient encore capables de produire une puissance trois fois
supérieure a celle requise pour maintenir I’exercice a 80% de la puissance maximale aérobie.
Ainsi, il est possible d’imaginer que ce type d’exercice n’induit pas suffisamment de fatigue
pour provoquer une baisse de puissance. Cependant I’augmentation de la fréquence cardiaque,
de la lactatémie et de la perception de I’effort ainsi que la baisse importante de puissance au
cours de I’exercice suggerent une fatigue musculaire marquée a la suite de cet exercice. Pour
expliquer ces résultats, les auteurs ont proposé que I’arrét de ’exercice ait été la conséquence
d’une interaction entre la motivation des sujets a maintenir ’exercice et la perception de I’effort
plutot que des modifications périphériques musculaires. Dans une revue récente, Van Cutsem
et al (2017) ont compilé les différentes études s’intéressant aux effets de la fatigue mentale sur
la performance. Dans I’ensemble de ces études, une intervention avant I’exercice avait pour but
d’induire une fatigue mentale pour étudier ses effets sur la performance dans plusieurs
conditions. Dans ces études, la fatigue mentale a diminué le temps jusqu’a I’échec (Marcora et
al., 2009; Pageaux et al., 2013), la puissance (Brownsberger et al., 2013) et la performance en
course (MacMahon et al., 2014; Pageaux et al., 2014) indiquant ainsi qu’elle aurait un effet
inhibiteur sur la performance. Cet effet inhibiteur pourrait étre expliqué par une perception de
I’effort plus importante dans les groupes fatigués mentalement sans que des modifications
physiologiques ne soient observées. A 'inverse, elle ne limiterait pas les performances lors
d’exercices d’intensité¢ maximale (Martin et al., 2015; Pageaux et al., 2015). Ainsi, il semblerait
que la perception de I’effort provoquée par la fatigue mentale soit un facteur limitant important

dans la performance au cours d’exercice sous maximaux.
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2- Causes périphériques

Si les causes centrales de la fatigue regroupent les interactions complexes entre
excitabilité corticale, feedbacks inhibiteurs provenant des muscles squelettiques et facteurs
psychologiques, les causes périphériques résultent quant-a-elles en une incapacité du muscle a
produire une force ou une puissance, quel que soit le niveau d’activation volontaire. D’un point
de vue moléculaire, elles vont regrouper I’ensemble des modifications des acteurs du couplage
excitation-contraction : les protéines contractiles, I’homéostasie calcique et I’excitabilité du
sarcolemme. Les réserves énergétiques jouent également un role dans I’apparition d’une fatigue
musculaire périphérique plus particulierement au cours des exercices d’endurance et/ou

intermittents a haute intensité.

a- Protéines contractiles

L’interaction entre 1’actine et la myosine est cruciale pour la production de force au
niveau de la fibre musculaire ainsi une altération de cette interaction va immédiatement
provoquer une diminution de la force et de la vitesse de contraction. Ces altérations sont
provoquées par I’interaction entre le pont actomyosine et les métabolites produits par ’exercice
a deux moments du couplage : lorsque la t€te de myosine met en mouvement I’actine, modifiant
la vitesse de contraction, et lorsque 1’actomyosine est dans un état rigide, modifiant la force
(Debold, 2012) (Figure 19). La consommation accrue en ATP au cours de 1’exercice entraine

une augmentation tres importante de la concentration cytoplasmique en ADP et en Pi. Il a déja
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été mis en évidence que des grandes concentrations en Pi inhibait la production de force dans
une fibre musculaire non fatiguée (Cooke et al., 1988; Cooke & Pate, 1985; Debold et al., 2004).
D’un point de vue moléculaire, les Pi vont avoir tendance a inverser le mouvement de la téte de
myosine au cours du cycle retournant ainsi de 1’état rigide a 1’état de base (Takagi et al., 2004).
Par conséquent, le nombre de ponts d’actine-myosine a ’état rigide diminue entrainant une
baisse de la force produite par la fibre musculaire. A I’inverse, cette action du Pi sur le couplage
actine-myosine entrainerait une augmentation de la vitesse de contraction (Warshaw et al.,
1991). En effet, ’'inversion du mouvement de la téte de myosine provoquée par le Pi diminue
la durée de 1’état rigide de la liaison actine-myosine la ramenant plus rapidement a un état de
base. D’un point de vue musculaire, cela augmente le nombre de ponts actine-myosine qui sont
capables de passer d’un état rigide a un état de base entrainant une augmentation de la vitesse

de contraction (Figure 21).
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Figure 21 : Modele représentant les effets de 1’ ADP et du Pi sur I’interaction actine-myosine au cours
de la contraction musculaire (Extrait de Debold, 2012). ton : durée de la liaison entre I’actine et la
myosine ; tapp: durée de la liaison entre I’ADP et la myosine ; trigor : durée de 1’état rigide de

’interaction actine myosine ; d : déplacement des myofibrilles.
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L’ADP, quant a elle, jouerait le role d’inhibiteur compétitif avec I’ATP pour le site de
la myosine ATPase maintenant le couplage actine-myosine en position rigide (Debold, 2012).
Ainsi, a I’inverse du Pi, elle augmenterait le nombre de ponts actine-myosines rigides donc la
force produite par la fibre musculaire (Hoar et al., 1987) et diminuerait la vitesse de contraction
(Metzger, 1996). De plus, de la méme fagon que I’ADP et le Pi ont des effets antagonistes sur
la production de force et la vitesse de contraction, ces deux molécules ont des effets antagonistes
sur la sensibilité des protéines contractiles au Ca?*. En effet, le Pi diminuerait la sensibilité des
protéines contractiles au Ca”* alors que I’ADP I’augmenterait (Debold, 2012). Enfin, la
participation de plus en plus importante du métabolisme anaérobie dans la production d’énergie
entraine une acidose musculaire qui altérerait la production de force par la fibre musculaire. En
effet, plusieurs études ont montré des pertes de force importantes associées a une diminution
du pH in vitro (Bruton et al., 1998; Westerblad et al., 1997; Westerblad & Allen, 1992)
cependant ces pertes de force ont été mesurées a des températures plutdt basse. Ainsi, Plate et
al (1995) ont montré que la perte de force induite par I’acidose était trés dépendante de la
température avec une perte de force de 50% a 10°C contre 18% a 30°C. De plus, certaines
études in vivo ont montré des associations temporelles entre perte de force et acidose alors que
d’autres ne ’ont pas observé amenant certains auteurs a questionner son role central dans la
fatigue (Allen et al., 2008; Westerblad, 2016). En effet, il semblerait que 1’acidose joue un role
important dans la fatigue en association avec le Pi, notamment en diminuant la sensibilité des
protéines contractiles au Ca?* (Westerblad, 2016). Enfin, les EOR ont un effet sur la sensibilité
des myofibrilles pour le Ca?* qui dépend de la concentration et du temps : a faible concentration

et rapidement, elles augmentent la sensibilité au Ca* des myofibrilles, augmentant ainsi la force
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produite pour des fréquences de stimulations sous maximales (Andrade et al., 1998). A
I’inverse, lorsque le temps d’exposition est augmenté, comme lors d’un exercice sous maximal,
cette sensibilité va fortement diminuer, limitant ainsi la production de force (Powers et al.,
2011; Reid et al., 1993). Ainsi, il semblerait que I’effet des ROS sur la fatigue musculaire soit
important lors d’exercices sous maximaux alors que I’accumulation de métabolites serait le

facteur prépondérant pour des exercices de plus haute intensité (Allen et al., 2008; Cheng et al.,

2016).

b- Homéostasie calcique

Au cours d’un exercice, le maintien des flux calciques entre le réticulum sarcoplasmique
et les protéines contractiles est primordiale afin de maintenir une rythmicité entre les phases de
contraction et relaxation musculaire. Cependant, les modifications de I’homéostasie musculaire
a l’exercice entralnent des perturbations de ces flux calciques. Une des principales
conséquences de ces altérations est la diminution de la capacité de libération du Ca?* par le
RyR, dont la principale conséquence est la réduction de la production de force par la fibre
musculaire. De la méme facon que pour les protéines contractiles, ’augmentation de la
concentration en métabolites produits par le métabolisme énergétique limiteraient la libération
de Ca?* par le RyR (Cheng et al., 2018). En effet, I’accumulation de Pi aurait un effet inhibiteur
sur la libération de Ca>* par deux mécanismes : une inhibition directe (Duke & Steele, 2001;

Steele & Duke, 2003) et par la précipitation avec le Ca?* a Dintérieur du réticulum
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sarcoplasmique (Fryer et al., 1995). Plus précisément, 1’augmentation progressive de la
concentration en Pi au cours de I’exercice entraine son entrée dans le réticulum sarcoplasmique
et sa liaison avec le calcium. Lorsque la solubilité de ce complexe Pi-Ca?* est atteinte, il
précipite limitant ainsi les réserves en Ca?* disponibles dans le réticulum sarcoplasmique (Fryer
et al., 1995; Kabbara & Allen, 1999). L’augmentation de la concentration en Pi est la
conséquence directe de la consommation en ATP et donc de sa diminution au cours de
I’exercice. Dans un mode¢le de fibre isolée, il a été mis en évidence que la diminution de la
concentration en ATP était également un inhibiteur de la libération en Ca?* par le RyR (Dutka
& Lamb, 2004). Cependant, il semblerait que ce mécanisme ait un effet limité car il faut des
diminutions tres importante de la concentration en ATP pour induire une réduction substantielle
de la libération en Ca?*. Par exemple, lorsque la concentration en ATP est réduite a 0,5 mM, la
libération en Ca”* par le RyR est diminuée seulement de 20% (Dutka & Lamb, 2004). Enfin,
I’acidose musculaire n’aurait également qu’un effet limité, voire inexistant, sur la libération du
Ca”* par le RyR a des pH physiologiques (Laver et al., 2000). Au cours de I’exercice, les EORs
semblent avoir un effet plus réduit sur la libération de Ca?* par le RyR au cours d’un exercice,
méme sous maximal (Cheng et al., 2016, 2018; Westerblad & Allen, 2011). Cependant, les
EORs seraient le principal responsable d’une situation de fatigue prolongée apres un exercice.
En effet, apres un exercice, il est possible d’observer une dépression de la force durant un temps
prolongé appelé « Prolonged low-frequency force depression » (Allen et al., 2008; Westerblad
& Allen, 2011). Cet état peut étre provoqué par une diminution de la libération de Ca?* par le
RyR (Westerblad et al., 1993) ou par une baisse de la sensibilité des myofibrilles pour le Ca?*

(Bruton et al., 2008). Le premier semble lier a une capacité antioxydante musculaire réduire
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alors que la seconde serait présente chez des sujets dont la capacité antioxydante est plus
importante (Place et al., 2015). Beaucoup d’études se sont focalisées sur les modifications
induites par la fatigue sur le RyR et la libération du Ca**cependant les modifications concernant
les pompes SERCA ont été beaucoup moins étudiées. Il a été montré que I’activité de SERCA
était diminuée in vivo apres un exercice mono-articulaire du quadriceps chez des sujets sains
(Hill et al., 2001), suggérant ainsi que SERCA pourrait étre modifié¢e par I’environnement 1i¢ a
la fatigue musculaire. Une potentielle modification pourrait étre une oxydation et/ou une
nitrosylation de cette protéine au cours de I’exercice qui diminuerait progressivement son
activité (Alvarez et al., 2009; Matsunaga et al., 2003; Vazquez et al., 2016) cependant d’autres

études sont nécessaires pour caractériser les modifications de SERCA au cours de I’exercice.

c- Excitabilité du sarcolemme

La propagation du PA le long du sarcolemme est possible grice aux mouvements de
Na*et de K* a travers la membrane plasmique (Hodgkin & Huxley, 1952) permettant ainsi une
transmission rapide du message nerveux vers les tubules T (Blijham et al.,, 2004). Ainsi,
I’excitabilité du sarcolemme est un facteur primordial dans le couplage entre 1’excitation par le
SNC et la production de force par le muscle. En effet, une altération de I’excitabilité
membranaire résulterait en une diminution de la capacité du sarcolemme a transmettre le PA
jusqu’au tubule T. Il y aurait alors un découplage entre le message nerveux transmis par le

motoneurone et la force produite par le muscle squelettique dont une des conséquences va €tre
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une diminution des performances au cours d’un exercice. En effet, il a été observé que la vitesse
de conduction des fibres musculaires étaient diminuées au cours d’un exercice (Lowery et al.,
2002; Masuda et al., 1999) suggérant que ce phénomene pourrait tre impliqué dans la fatigue
musculaire. D’un point de vue moléculaire, ce phénoméne pourrait s’expliquer par une
augmentation de I’efflux en K* au cours de I’exercice (Clausen, 2003). Plusieurs études in vitro
ont montré que 1’exercice était associé a un efflux de potassium entrainant une dépolarisation
membranaire limitant la propagation du PA et la production de force (Balog & Fitts, 1996;
Clausen et al., 2004; Juel, 1986). Cependant, in vivo, plusieurs études n’observent pas ce type
de modifications et la source de la réduction de la capacité de production de force était lie a
une diminution de I’influx nerveux (Bigland-Ritchie et al., 1979, 1983; Sandiford et al., 2005).
En effet, il semblerait que plusieurs mécanismes compensatoires soient mis en place pour
limiter la diminution de I’excitabilit¢ membranaire au cours d’un exercice. Dans ces
mécanismes, il est possible de trouver une diminution du seuil de recrutement des fibres
(Bigland-Ritchie et al., 1986), une baisse de la fréquence de décharge de motoneurones
(Gandevia, 2001) ou une augmentation de 1’activité¢ des pompes Na*/K* ATPases (Allen et al.,

2008).

d- Réserves énergétiques

En 1967, deux études ont montré que la durée de 1’exercice était fortement corrélée aux

réserves en glycogene musculaire (Bergstrom et al., 1967) et que I'arrét de 1’exercice était
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associée a des réserves en glycogene déplétées (Hermansen et al., 1967). Ces premicres études
ont mis en évidence un lien important entre fatigue musculaire et réserves en glycogene qui
sera confirmé par plusieurs études dans les années qui ont suivies (Bangsbo et al., 1992;
Gollnick et al., 1972; Pernow & Saltin, 1971). Cependant les mécanismes cellulaires
responsables de cette relation entre déplétion des réserves en glycogene et fatigue musculaire
sont encore mal connus (@rtenblad et al., 2013). Un de ces mécanismes pourrait étre une
diminution de la libération en Ca?* associée a la déplétion des réserves en glycogéne. Cette
relation a été mis en évidence dans des fibres musculaires isolées soumises a deux protocoles
de fatigue séparés par infusion ou non de glucose dans le but de restaurer les réserves en
glycogene (Chin et al., 1997). Lorsque les réserves de glycogene étaient renouvelées, la fatigue
musculaire entre les deux protocoles n’étaient pas différentes. A I’inverse, lorsque ces réserves
demeuraient déplétées, la fatigue musculaire apparaissait plus précocement et était associée a
une baisse de libération de Ca?* par le RyR. Alors que la déplétion en glycogéne semble étre
un mécanisme impliqué dans la fatigue musculaire sur des efforts plut6t long (@rtenblad et al.,
2013), les réserves en PCr musculaire semblent étre limitantes sur des efforts de courte durée
et d’intensité maximale ponctuels ou répétés (Girard et al., 2011). En effet, lorsque I’on soumet
des sujets sains a deux sprints espacés par 4 minutes de repos, la puissance développée au
second sprint est fortement dépendante des réserves de PCr disponibles (Bogdanis et al., 1996).
De plus, lors d’un exercice de répétition de sprint a haute intensité chez des sujets sains, la
quantité de travail effectuée était corrélée positivement a la vitesse de resynthese de PCr

(Mendez-Villanueva et al., 2012). Ainsi, cela signifie que plus la quantité de PCr disponible a
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chaque sprint est grande et plus le travail fourni est important démontrant ainsi le rdle important

des réserves en PCr lors de ce type d’exercice.

3- Influence de la modalité de [’exercice

Les mécanismes d’apparition de la fatigue musculaire centraux et périphériques sont
extrémement dépendants des modalités de 1’exercice : intensité, mode de contactions ou
exercice impliquant un ou plusieurs muscles. En effet, les structures musculaires impliquées
dans I’exercice vont réagir de fagon différenciée en fonction des modalités de 1’exercice
entrainant ainsi 1’apparition de modifications intracellulaires, comme 1’accumulation de
métabolites ou une augmentation du stress oxydatif, responsables de la fatigue musculaire.
Historiquement, les premicres études s’ intéressant a la fatigue musculaire ont été réalisées avec
des exercices mono-articulaires dans des modes de contractions isométriques, i.e. sans
changements de longueur du muscle (Bigland-Ritchie et al., 1983; Gandevia, 2001; Lowery et
al., 2002; Masuda et al., 1999; Morel et al., 2015a; Sjggaard et al., 1988). Ce mode de
contraction est préférentiellement associé a des mécanismes centraux plutdt qu’a des
mécanismes périphériques de la fatigue, et ce quel que soit I’intensité (Hunter, 2018; Taylor &
Gandevia, 2008). En effet, ce type de contraction induirait une modification de la fréquence de
décharge et de I’excitabilité des motoneurones, une diminution de 1’excitabilité¢ des cortex et
une modification de I’activité des fibres afférentes (Taylor & Gandevia, 2008). En 2006,
Babault e al (2006) ont mis en évidence que la perte de force induite par un exercice mono-
articulaire concentrique, i.e. induisant un raccourcissement du muscle, n’induisait pas les
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mémes modifications physiologiques que 1’exercice isométrique. En effet, bien que la
diminution de couple de force ait été similaire entre les deux modes de contractions, I’exercice
concentrique était associé a un niveau d’activation central plus haut que pour I’exercice
isométrique. Ainsi, le mode de contraction concentrique serait plutot associé a des mécanismes
périphériques de la fatigue. Certains mécanismes périphériques impliqués dans 1’apparition de
la fatigue induite par ce type d’exercice ont été décrit par Morel et al en 2015 (Morel et al.,
2015b). Les auteurs ont mesuré la fatigue neuromusculaire induite par trois efforts dont la seule
différence était la vitesse angulaire : 0°/s™!, 60°/s™ et 240°/s™'. Pour un méme travail mécanique,
les contractions a 240°/s™! ont induit une perte de couple plus rapide et plus importante que les
contractions a 0°/s’!. Au niveau neuromusculaire, I’activation volontaire était fortement réduite
dans la condition 0°/s™! alors qu’en condition 240°/s7!, la fatigue provenait de modifications
périphériques. Ces résultats confirment ainsi les observations de Babault et al mais les auteurs
ont également mesuré plusieurs parametres énergétiques qui indiquent que dans la condition
240°/s7!, la consommation énergétique était beaucoup plus importante que dans la condition
0°/s!. Ces résultats montrent que lors d’un exercice mono-articulaire, les mécanismes
d’apparition de la fatigue différent fortement en fonction du mode de contraction. Cependant,
beaucoup d’exercice dans un contexte sportif ne sont pas mono-articulaires mais plutdt poly-
articulaires, voire « corps entier ». Dans ce contexte, les mécanismes d’apparition de la fatigue
se mettent en place de facon simultanée et la diminution de la performance résulte en
I’interaction de tous ces paramétres (Hunter et al., 2004). Ainsi, au cours de ce type d’exercice,
il convient plus de s’intéresser a I’arrét de I’exercice ce qui permet d’isoler le facteur principal

responsable de la diminution de la performance (Hunter et al., 2004). Un mécanisme impliqué
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serait |’utilisation préférentielle du métabolisme anaérobie dans la production d’ATP nécessaire
au maintien de I’exercice aigu. Cette implication a notamment été mis en évidence dans une
étude récente menée par Sundberg et al (2017), les auteurs se sont intéressés a la cinétique
d’apparition de la fatigue musculaire au cours d’un exercice de d’ergocycle a des intensités
variables. Dans cette étude, les auteurs ont observé une relation hyperbolique entre 1’intensité
de I’exercice et la durée d’exercice (Figure 22). A partir de cette relation, ils ont établi une
intensité d’exercice égale environ a 50% du maximum correspondant a la transition entre le
métabolisme aérobie vers le métabolisme anaérobie. Ainsi, lorsque le métabolisme anaérobie
¢était fortement sollicité, la durée d’exercice était inférieure a 30 secondes environ et était

associée a un recrutement musculaire plus important.
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Figure 22 : Relation entre I’intensité de I’exercice et la durée d’exercice au cours d’un
exercice de cyclisme (Extrait de Sundberg et al., 2017). L’intensité reli¢ée au métabolisme
anaérobie (>50% du max) est associée a des durées d’exercice inférieure a 30 secondes pour

tous les individus.
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Selon les auteurs, cela pourrait étre expliqué par une accumulation de métabolites
intramusculaires au cours de I’exercice modifiant le couplage excitation/contraction (Debold,
2012) et/ou activant les fibres inhibitrices afférentes III/IV (Blain et al., 2016). A I’inverse, la
durée d’exercice associée au métabolisme aérobie était beaucoup plus longue et n’était pas
associée a des modifications du niveau de recrutement musculaire au cours du temps. A ces
intensités, 1’accumulation de métabolites intramusculaires n’a pas lieu et il semblerait que la
durée d’exercice soit expliquée plutdt par une interaction entre une élévation des feedbacks
inhibiteurs provenant de la périphérie, augmentant la perception de I’effort, et des facteurs
motivationnels (Evans et al., 2016; Millet, 2011). Ces données ont été obtenues pour des
exercices continus mais il semblerait que le métabolisme anaérobie soit également impliqué
dans I’apparition de la fatigue musculaire au cours d’un exercice intermittent de haute intensité
(HIIT). Récemment, Fiorenza et al (2019) ont étudié la fatigue neuromusculaire et les
modifications métaboliques au cours de deux exercices en HIIT a des modalités différentes : 18
répétitions de sprints de 5 secondes et 6 répétitions de sprints de 20 secondes. Ces deux
modalités ont été choisies de facon que le travail mécanique soit identique entre les conditions
limitant ainsi I’effet de ce dernier sur ’apparition de la fatigue. A la suite de ces exercices, la
perte de puissance était plus importante lorsque les sprints avaient une durée de 20 secondes
par rapport a ceux de 5 secondes suggérant ainsi une fatigue musculaire marquée dans cette
condition. De plus, les différents tests neuromusculaires effectués a la suite des deux tests
indiqueraient que dans les deux conditions, la fatigue musculaire serait expliquée par des
mécanismes périphériques. L’étude des modifications métaboliques induites par les deux

conditions d’exercice montre que les mécanismes mis en place sont différents en fonction de la
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durée de chaque sprint. En effet, les sprints de 5 secondes étaient associés a une consommation
importante de PCr et une accumulation de métabolites limitée alors qu’a I’inverse, les sprints
de 20 secondes privilégiaient I’utilisation de la glycolyse provoquant une accumulation de
métabolites et une acidose marquée. Ainsi, la perte de puissance provoquée par les sprints de 5
secondes serait plutot liée a une accumulation modérée de Pi alors que celle induite par les
sprints de 20 secondes seraient la conséquence d’une accumulation importante de métabolites

limitant le couplage excitation/contraction (Fiorenza et al., 2019).

III- L’électromyographie : outil de caractérisation de la faticue musculaire

1- Généralités

L’EMG peut se définir comme 1’étude de la fonction du muscle squelettique par
I’analyse du signal électrique généré au moment de la contraction musculaire (Luca, 1985).
Ainsi, son champ d’utilisation est vaste comprenant le diagnostic neuro-musculaire jusqu’a
I’étude des coordinations intermusculaires ou de la fatigue neuro-musculaire se mettant en place
au cours d’un exercice. Alors que le diagnostic neuro-musculaire est plutot effectué par la
technique d’EMG intra-musculaire, permettant une analyse fine de I’activité¢ d’une UM, I’étude
fonctionnelle du muscle squelettique dans les sciences du sport utilise de facon préférentielle
I’EMG de surface (SEMG). Cette derniére présente trois applications majeures dans les sciences
du sport en constituant un indicateur de 1) I’analyse des patterns moteurs, 2) la relation entre le

signal SEMG mesuré et la force produite par le muscle squelettique et enfin il peut aussi étre
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utilisé comme 3) un index de la cinétique du développement de la fatigue musculaire au cours

d’un exercice (Luca, 1997). Au cours d’une contraction musculaire, le signal recueilli au niveau

de I’¢électrode par la SEMG correspond a la somme des potentiels d’actions des UMs (PAUMs)

recrutées par le SNC (Fuglevand et al., 1992). Par conséquent, I’amplitude du signal sSEMG est

associée au niveau de recrutement des UMs : plus les UMs sont recrutées et plus I’amplitude

du signal sera importante (Farina et al., 2014). Cependant, la détection par les électrodes SEMG

dépend de nombreux parametres dont la localisation des électrodes, la localisation de la fibre

par rapport aux €lectrodes et la fréquence de décharge des UMs (Konrad, 2005) (Figure 23).
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Figure 23 : Effet de la localisation de I’¢électrode (gauche) et de la fréquence de décharge (droite) sur

le signal SEMG obtenu au cours d’une contraction musculaire (Extrait de Konrad, 2005).
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Ainsi, il est donc possible que les PAUMS mesurés s’annulent, phénoméne appelé
« opposition de phase » (Figure 23) qui a deux conséquences majeures sur le signal SEMG
mesuré. Une premiere conséquence est que I’annulation des PAUMSs entre eux limite
I’augmentation de I’amplitude sSEMG. Bien qu’il existe une relation importante entre amplitude
du signal et recrutement musculaire, la mesure par SEMG sous-estime généralement le niveau
de recrutement musculaire (Day & Hulliger, 2001; Heckman & Enoka, 2012). La seconde
conséquence est que le signal brut obtenu n’est pas reproductible entre des contractions
identiques. Ainsi, bien que le recueil du signal par sSEMG soit simple, ces deux limitations
rendent I’analyse et ’interprétation des données plus difficile (Dimitrova & Dimitrov, 2003;
Farina, 2006). Dans le but d’analyser et d’interpréter les données obtenues, deux types
d’analyses sont généralement mis en place : une analyse temporelle, associée au niveau de
recrutement musculaire, et une analyse fréquentielle, associée a la fréquence de décharges de

UMs et a des parametres impliqués dans la fatigue musculaire.

a- Analyse temporelle

L’objectif de I’analyse temporelle du signal SEMG est de limiter le phénomene
d’opposition de phases dans le but d’extraire des informations sur I’amplitude du signal et donc,
par extension, sur le recrutement des UMs au cours de la contraction. La premiere étape de
traitement du signal peut étre de calculer la valeur redressée, i.e. la transformation des valeurs

négatives en valeurs positives, permettant a la fois une meilleur lisibilité du signal ainsi que la
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mesure des premiers parametres liées a I’amplitude du signal (Konrad, 2005) (valeurs pics et
moyennes). Plusieurs autres traitements du signal peuvent étre envisagées dont la
transformation Root Mean Square du signal SEMG (RMS) (Figure 24). La RMS est une
transformation tres utilisée dans le traitement SEMG car elle représente la puissance efficace du
signal et elle est caractérisée par une sensibilité et une fiabilité élevées (Kollmitzer et al., 1999;
Burden et al., 2014). De maniere générale, deux valeurs de ce signal peuvent étre utilisées dans
le but de mesurer son amplitude : la valeur moyenne et la valeur pic. Le choix entre ces deux
valeurs est a la discrétion de chaque utilisateur cependant il est possible qu’une valeur
convienne mieux que I’autre en fonction de la situation. Par exemple, la valeur moyenne est
tres peu dépendante de la fenétre de calcul utilisée (Burden et al., 2014) et elle est donc
caractérisée par une reproductibilité importante. Ainsi, elle semble convenir a une comparaison
de I’évolution de I’amplitude du signal au cours d’un exercice ou un mouvement répété de

cyclisme par exemple.

00:06:57 00:C 53 07:00 00:07:01 00:07:0 07:04

00:06:57 00:06:58 00.06:59 00:07:.00 00:07.01 00.07.0

Figure 24 : Signal sSEMG brut (gauche) puis aprés traitement RMS (droite) obtenu lors d’une

contraction volontaire isométrique maximale du quadriceps (données personnelles).
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Les valeurs RMS absolues qui sont obtenues sont spécifiques d’un individu car elles
dépendent de facteurs multiples comme I’impédance de la peau ou la quantité de tissu adipeux
au niveau cutanée. Ainsi, il est nécessaire de normaliser ces valeurs par une valeur de référence
pour pouvoir comparer les individus entre eux. Une référence communément utilisée est la
valeur obtenue au cours d’'une CVIM correspondant au recrutement maximal des UMs par le
SNC, permettant ainsi d’exprimer les valeurs RMS mesurées en pourcentage du recrutement
maximal. Cependant, bien que la relation entre la force produite par le muscle et les valeurs
RMS normalisées soit quasi-linéaire dans des contractions isométriques, les conditions de
contractions peuvent influencer de fagcon importante la valeur RMS (Figure 25). Par conséquent,
dans certaines conditions, il convient de choisir de fagon appropriée la mesure de la valeur de

référence pour que celle-ci soit représentative des conditions expérimentales.

EMG Activity

k. Yy b ¥
FORCE PRODUCTION LEVEL ————

Figure 25 : Relation entre la force produite et I’activité SEMG en fonction des conditions de
contraction (Extrait de Konrad, 2005).
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b- Utilisation de I’analyse temporelle dans [’étude de la fatigue musculaire

La valeur RMS constitue un indicateur fiable du recrutement musculaire au cours d’une
contraction et son évolution permet ainsi d’évaluer les modifications de recrutement musculaire
durant un exercice. Comme décrit précédemment, I’apparition de la fatigue musculaire peut
s’accompagner d’une modification du recrutement des UMs qui va donc pouvoir étre mesurée
par I’évolution de la RMS au cours de I’exercice. Ainsi, une diminution de la RMS est associée
a une baisse du recrutement des UMs a la suite d’un exercice alors qu’a l’inverse, son
augmentation indique un recrutement plus important par le SNC. Cependant, il est nécessaire
d’interpréter ces modifications en relation avec les modifications mécaniques induites par
I’exercice afin d’avoir une compréhension globale de I’'impact de la modification du
recrutement des UMs sur la production de force. Ainsi, au cours d’un exercice maximal, la
baisse de la valeur RMS associée a une diminution de la force et/ou puissance produite
indiquerait ’apparition des mécanismes centraux de la fatigue musculaire (Babault et al., 2006;
Bigland-Ritchie et al., 1983; Morel et al., 2015a). Physiologiquement, cela indiqueraient que
I’influx nerveux et le recrutement des UMs diminuent au cours de 1’exercice provoquant la
baisse de la force produite (Gandevia, 2001). A l’inverse, une augmentation de la RMS
observée au cours d’une contraction sous maximale associée a un maintien, ou une réduction
de la force et/ou puissance produite serait plutot associée a des mécanismes périphériques de la
fatigue (Amann & Calbet, 2008; Hautier et al., 2000). Par exemple, au cours d’une contraction
maximale, cela signifie que le muscle squelettique n’est plus en capacité de produire de la force

malgré un influx nerveux maximal. De plus, cette augmentation de la RMS associée a une

diminution ou un maintien de la force peut également indiquer une élévation de I’influx nerveux
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en direction du muscle dans le but de maintenir et/ou de limiter les impacts de la fatigue

musculaire sur la contractilité (Amann & Calbet, 2008).

c- Analyse fréquentielle

En plus de I’analyse temporelle, il est également possible d’étudier le spectre de
fréquence du signal SEMG ainsi que la puissance associée. Cette analyse se base sur le principe
de la transformée de Fourrier : le signal SEMG peut étre décomposé en sinusoides ayant
chacune une fréquence d’oscillation spécifique et la fréquence regroupant un nombre de
sinusoides va donc étre associée a une puissance importante. Par exemple, si un signal est
majoritairement composé de sinusoides ayant une fréquence de 80 Hz alors il présentera une
puissance importante a cette fréquence. Il est possible d’extraire plusieurs parameétres du spectre
de puissance (Figure 26) dont la median power frequency (MDF), i.e. la valeur séparant le
signal en deux parties de puissance égale, dont les variations a I’exercice peuvent étre utilisées
pour étudier I’apparition de la fatigue musculaire. En effet, contrairement a I’amplitude du
signal qui est reliée étroitement au niveau de recrutement des UMs, le contenu fréquentiel ainsi
que les valeurs associées sont influencés par plusieurs parametres dont la modification de la
vitesse de conduction des fibres (Lowery et al., 2002; Masuda et al., 1999), de la fréquence de
décharge des UMs (Dimitrova & Dimitrov, 2003) ou encore de la température corporelle
(Petrofsky & Lind, 1980). La transformation de Fourier est particulierement adaptée a des
signaux stationnaires, comme ceux obtenus lors de contractions isométriques maintenues,

cependant elle I’est beaucoup moins pour des contractions dynamiques, pour lesquelles on
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préférera utiliser la transformée en ondelette (Dantas et al., 2010; Graham et al., 2015; Smale

etal., 2016).

Peak power

\4— Median frequency
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Total power
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Figure 26 : Schéma du spectre de puissance obtenu a la suite de la transformation de Fourier du signal

sEMG (Extrait de Konrad, 2005). Les différentes valeurs d’intérét pour I’étude de ce spectre sont

représentées sur ce schéma.

La transformée en ondelette consiste en 1’utilisation d’ondelettes méres dont la durée et
I’amplitude vont varier dans le but de suivre de fagon précise les variations du signal. Par
rapport a la transformée de Fourier, la transformation en ondelette permet d’obtenir un spectre
de puissance pour chaque fréquence au cours du temps (Figure 27). Par conséquent, elle

constitue un outil puissant dans I’é¢tude de variations du recrutement des UMs au cours de la

contraction musculaire.
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Figure 27 : Spectre de puissance obtenu par une transformée en ondelettes au cours d’une contraction

isocinétique maximale (Extrait de Morel et al., 2015b). Les couleurs chaudes représentent une
puissance €levée et donc une décharge importante des UMs au cours du temps. A I’inverse, les

couleurs froides représentent des puissances faibles.

d- Utilisation de I’analyse fréquentielle dans [’étude de la fatigue musculaire

De maniere générale, la fatigue musculaire tend a provoquer un décalage du spectre vers
les basses fréquences (Viitasalo & Komi, 1977) entrainant ainsi une diminution des parametres
associés dont la MDF. En effet, il a ét¢ démontré que I’apparition d’une fatigue musculaire était
associée a une diminution de la MDF mesurée au niveau sEMG (Lowery et al., 2002; Masuda
etal., 1999) qui pourrait étre expliquée par une diminution de la vitesse de conduction des fibres
et de I’excitabilité du sarcolemme (Dimitrova & Dimitrov, 2003), de la fréquence de décharge
des UMs (Komi & Tesch, 1979) et/ou la baisse du recrutement d’UMs de haut seuil (Gazzoni
et al., 2004). Les modifications de la MDF sont plutdt associées a des mécanismes
intramusculaires de la fatigue (Bigland-Ritchie et al., 1981) cependant le spectre obtenu grace
a un traitement en ondelette suggere également que des mécanismes centraux puissent étre
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impliqués. En effet, Morel et al (2015) ont observé des diminutions de la fréquence et de la
puissance du spectre temps-fréquence EMG apres fatigue des les premiers millisecondes de la
contraction suggérant que des mécanismes spinaux voire supra-spinaux étaient également mis
en jeu. Pour autant, la diminution de la fréquence du signal EMG a D’effort est plus souvent
associée a ’apparition des mécanismes périphériques de la fatigue musculaire plutét que
centraux. Il faut toutefois rester prudent concernant I’interprétation de 1’évolution de ce

marqueur au cours de I’exercice car les causes de ces modifications sont multiples.
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HYPOTHESE / OBJECTIFS




I1 est aujourd’hui clairement établi que le muscle squelettique est profondément altéré
dans la drépanocytose a la fois au niveau histologique, métabolique et fonctionnel. Cependant,
I’ensemble de ces altérations a été caractérisé a 1’état basal chez le patient drépanocytaire et
leur impact au cours d’un exercice aigu ne sont pas encore connues. Etant donné I’implication
du muscle squelettique dans la capacité fonctionnelle des individus, la caractérisation d’une
dysfonction musculaire ainsi que des éventuels mécanismes impliqués est nécessaire chez le
patient drépanocytaire. La production transitoire d’EORs au cours de I’exercice est essentielle
pour un fonctionnement musculaire normal cependant une production excessive a été montrée
comme délétere pour la fonction musculaire. Ainsi, plusieurs études récentes ont émis
I’hypothése qu’un stress oxydatif €levé pourrait expliquer les altérations musculaires observées
dans la drépanocytose. Les effets bénéfiques de 1’exercice chronique aérobie sur le stress
oxydatif systémique et sur le muscle squelettique sont bien démontrés dans des populations
saines et pathologiques. Cependant, les effets de ce type d’exercice sur le stress oxydatif dans

le muscle squelettique drépanocytaire ne sont pas encore connus.

Ce travail de thése s’est articulé autour de deux hypotheses : 1) les altérations
musculaires pourraient se traduire par I’apparition d’une fatigue musculaire précoce au
cours de I’exercice chez les patients drépanocytaires ; 2) I’exercice chronique aérobie
aurait un effet bénéfique sur la balance pro/antioxydante en limitant le stress oxydatif

dans le muscle squelettique.

Les objectifs principaux ¢étaient donc d’étudier les modifications de la fonction

musculaire, notamment la fatigabilit¢ musculaire et ses déterminants, au cours d’un exercice
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physique chez le patient drépanocytaire et de caractériser les effets d’un exercice chronique
aérobie sur le stress oxydatif musculaire, un acteur majeur de la physiopathologie

drépanocytaire.

Pour répondre a ces objectifs, deux études menées chez le patient drépanocytaire et la
souris Townes, respectivement, seront présentées. Dans une premicere étude, nous nous sommes
intéressés aux modifications de la fonction musculaire induites par un exercice mono-articulaire
sous-maximal chez des patients drépanocytaires S/S et S/C. Dans le but de caractériser ces
modifications, le recrutement musculaire au cours de I’exercice ainsi que 1’oxygénation
musculaire ont été mesurés par sEMG et spectroscopie proche infrarouge (SPIR)
respectivement. De plus, dans le but d’étudier une éventuelle implication du muscle
squelettique dans la réduction de la capacité fonctionnelle, nous avons réalisé ces mesures avant
et apres un T6M. Dans une seconde étude, nous nous sommes intéressés aux effets d’un
exercice chronique aérobie sur la balance pro/antioxydante du muscle squelettique de souris
drépanocytaire Townes, un modele murin sévere de la pathologie. Lors de ce protocole, ces
souris ont effectué un entrainement aérobie modéré de 8 semaines sur tapis roulant puis des

marqueurs pro- et anti-oxydants ont ét€ mesurés dans le gastrocnemius, le plantaris et le soleus.
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Etude 1 : Impact d’un exercice mono-articulaire sous-maximal
sur la fatigabilité du muscle squelettique des patients

drépanocytaires S/S et S/C

Gouraud E, Connes P}, Gauthier-Vasserot A}, Faes C, Merazga S, Poutrel S, Renoux C, Boisson C,

Joly P, Bertrand Y, Hot A, Cannas G*, Hautier C*.
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Les nombreuses études menées chez le patient drépanocytaire S/S ont montré des
altérations profondes du muscle squelettique a 1’état basal, notamment un remodelage de le
microcirculation sanguine et une diminution de I’activité des enzymes du métabolisme aérobie.
Ces deux modifications suggerent que I’apport et I’utilisation de I’O» par le muscle squelettique
au cours de I’exercice sont altérés et donc que ce dernier utiliserait préférentiellement le
métabolisme anaérobie pour produire de I’ATP. Les faibles puissances atteintes a SV1 par les
patients drépanocytaires ainsi que 1’acidose intramusculaire marquée observée chez la souris
Townes renforce cette hypothese (Chatel et al. 2017b ; Gellen et al., 2018). Comme évoqué
dans cette revue de littérature, le métabolisme anaérobie est associé a une accumulation de
métabolites qui participent activement a 1’apparition de la fatigue musculaire. Ainsi, il est
possible que ces altérations soient responsables d’une fatigabilité musculaire accrue chez les
patients drépanocytaires comme cela a été démontré chez la souris drépanocytaire Townes
(Chatel et al., 2017a). Bien que le muscle squelettique des patients S/S ait été étudié ces
derniéres années, il n’existe pas ou peu de données sur le muscle squelettique des patients S/C.
Les récentes études menées chez ces patients ont montré qu’ils étaient caractérisés par une
anémie moins marquée, des CVOs moins fréquentes et une espérance de vie plus longue que
les patients S/S (Elmariah et al., 2014; Lionnet et al., 2012; Mdockesch al., 2017a) suggérant
qu’ils seraient moins impactés par la pathologie. De plus, les altérations cardio-vasculaires a
I’exercice sont moins marquées (Oyono-Enguéllé et al., 2000) ce qui pourraient expliquer la
capacité fonctionnelle plus importante des patients S/C par rapport aux patients S/S (Waltz et
al.,2013b). Ainsi, il est possible que les altérations musculaires puissent tre moins importantes

et/ou différentes chez les patients S/C par rapport aux patients S/S. La caractérisation de ces
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altérations a I’exercice constitue donc un prérequis a la poursuite de travaux portant sur le
muscle squelettique, de son implication dans la réduction de la capacité a I’exercice et aux effets
d’un exercice chronique sur celui-ci. Ainsi, I’objectif de cette premicre étude était de décrire
I’impact d’un exercice mono-articulaire sous-maximal et d’un T6M sur la fonction musculaire
squelettique des patients drépanocytaires S/S et S/C. L’objectif secondaire était de mettre en
évidence d’éventuels mécanismes pouvant expliquer ces altérations a la fois au niveau
neuromusculaire et de I’oxygénation musculaire.

Pour répondre a cette objectif, une étude clinique transversale prévoyant une inclusion
de 20 sujets sains A/A, 30 patients S/S et 30 patients S/C a démarré en septembre 2017 pour se
terminer en décembre 2019. A la suite de ces 2 ans d’inclusions, 19 sujets sains AA, 28 patients
S/S et 18 patients S/C ont été inclus dans cette étude clinique menée aux Hospices civils de
Lyon et composée d’une visite unique au cours de laquelle les mesures ont été effectuées. Plus
précisément, les patients ont effectué un exercice mono-articulaire sous-maximal du quadriceps
a une intensité relative correspondant a 25% de leur force maximale isométrique (Fmax). Fmax
a ét€é mesurée avant et apres cet exercice mono-articulaire, au cours de contraction volontaire
isométrique maximale (CVIM), et la perte de Fmax a été utilisée pour quantifier la fatigabilité
musculaire. A la suite d’un repos de 10 minutes, les sujets ont effectué un T6M suivi d’une
seconde mesure de Fmax pour évaluer la fatigue musculaire induite par ce test. Au cours du
protocole, les activités SEMG du Vastus Lateralis (VL) et du Vastus Medialis (VM) ont été
mesurées afin d’étudier les modifications neuro-musculaires induites par I’exercice. De plus,

I’oxygénation musculaire par spectroscopie proche infrarouge (SPIR) du VL a été¢ mesurée au
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Purpose: Sickle cell disease (SCD) patients exhibit a limited exercise tolerance
commonly attributed to anaemia, as well as hemorheological and cardio-respiratory
abnormalities, but the role of peripheral factors (i.e., skeletal muscle function) remains
unclear. Moreover, the effect of SCD genotype on exercise tolerance and skeletal
muscle function has been poorly investigated. The aim of this study was to investigate
skeletal muscle function during a submaximal exercise in SCD patients.

Methods: Nineteen healthy individuals (AA), 28 patients with sickle cell anaemia (SS)
and 18 with sickle-cell hemoglobin C disease (SC) performed repeated knee
extensions exercise (FAT). Maximal isometric torque (Tmax) was measured before and
after the FAT to quantify muscle fatigability. Electromyographic activity and
oxygenation by near infrared spectroscopy of the Vastus Lateralis were recorded.
Results: FAT caused a reduction in Tmax in SS (-17.0£12.1%, p <0.001) and SC (-
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Abstract

Purpose: Sickle cell disease (SCD) patients exhibit a limited exercise tolerance commonly attributed to
anaemia, as well as hemorheological and cardio-respiratory abnormalities, but the role of peripheral
factors (i.e., skeletal muscle function) remains unclear. Moreover, the effect of SCD genotype on
exercise tolerance and skeletal muscle function has been poorly investigated. The aim of this study was

to investigate skeletal muscle function during a submaximal exercise in SCD patients.

Methods: Nineteen healthy individuals (AA), 28 patients with sickle cell anaemia (SS) and 18 with
sickle-cell hemoglobin C disease (SC) performed repeated knee extensions exercise (FAT). Maximal
isometric torque (Tmax) was measured before and after the FAT to quantify muscle fatigability.
Electromyographic activity and oxygenation by near infrared spectroscopy of the Vastus Lateralis were

recorded.

Results: FAT caused a reduction in Tmax in SS (-17.0+12.1%, p < 0.001) and SC (-21.5+14.5%, p <
0.05) but not in AA (+0.58+29.9%). Root mean squared value of EMG signal (RMS) decreased only in
SS after FAT while the median power frequency (MPF) was unchanged in all groups. Oxygenation

kinetics were determined in SS and AA and were not different.

Conclusion: These results show skeletal muscle dysfunction during exercise in SCD patients, with
different etiology between SS and SC. The changes in EMG signal and oxygenation kinetics during
exercise suggest that the greater skeletal muscle fatigue occurring in SCD patients would be rather due
to intramuscular alterations and neural drive modifications than decreased tissue oxygenation.

Moreover, SS patients exhibit greater muscle fatigability than SC.
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Introduction

Sickle cell disease (SCD) is a group of haemoglobin disorders sharing a nucleotide mutation in the f3-
globin gene, such as homozygous sickle cell anaemia (SS) and sickle cell-haemoglobin C disease (SC),
with various clinical severities (Dalibalta et al. 2010). Red blood cells (RBCs) from SS patients contain
around 80-90% of the abnormal haemoglobin S (HbS), while RBCs from SC patients contain about 45%
of HbS and 45% of haemoglobin C (HbC). When deoxygenated, HbS polymerizes, which causes a
mechanical distortion of RBCs into a crescent-like shape (i.e., sickling) (Kato et al. 2018). These sickled
RBCs are very fragile and rigid, which may lead to chronic haemolytic anaemia and frequent painful
vaso-occlusive crises (Kato et al. 2018). As a result, SS patients are characterized by severe multi-
organic complications leading to a reduced life expectancy (Elmariah et al. 2014). In SC patients, the
presence of HbC into RBCs has been shown to promote cellular dehydration through the activation of
the KCI cotransporter (Hannemann et al. 2015), hence facilitating HbS polymerization under
deoxygenation (Nagel et al. 2003). These two SCD genotypes may experience the same kind of clinical
complications, however, anaemia is milder, frequency of vaso-occlusive like complication is lower and

life expectancy is higher in SC than in SS patients (Lionnet et al. 2012; Elmariah et al. 2014).

SCD patients have a poor physical fitness and limited exercise tolerance (Connes et al. 2011; Waltz et
al. 2013b,a) but it seems that physical functional capacity would be more reduced in SS than in SC
patients (Waltz et al. 2013b). Chronic anaemia, as well as hemorheological and cardiorespiratory
abnormalities, have been shown to contribute to the exercise intolerance reported in SS patients (Waltz
et al. 2013a; van Beers et al. 2014). The implication of skeletal muscle in the limitation of exercise
tolerance is well described in various chronic diseases (Arena et al. 2014; Nyberg et al. 2016; Rovedder
et al. 2019), but not in SCD. Recently, few studies characterized skeletal muscle in SS patients.
Ravelojaona et a/ (2015) performed skeletal muscle biopsies in SS individuals and showed
microvascular remodelling, amyotrophy, and decreased oxidative capacity. Moreover, SCD patients
exhibit reduced forearm maximal isometric strength (Waltz et al. 2012; Dougherty et al. 2018;
Gongalves et al. 2019) compared to their healthy counterparts (AA). These modifications suggest that
the skeletal muscle could be impacted by the disease in SCD and may contribute to the limited exercise
tolerance. However, neither skeletal muscle function, nor the effect of SCD genotype (i.e., SS vs SC) on

this function, has been investigated during exercise.

Skeletal muscle fatigue is defined as any exercise-induced reduction in the ability of'a muscle to generate
force or power (Gandevia 2001). Potent causes may involve psychological factors, such as perceived
exertion, as well as exercise-induced modifications at spinal and supraspinal level, and/or at skeletal

muscle level (Gandevia 2001; Allen et al. 2008). These alterations may result in a decreased neural drive
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to the skeletal muscle (Gandevia 2001) and/or an alteration of excitation-contraction coupling (Allen et

al. 2008) decreasing skeletal muscle capacity to generate strength.

The aim of this study was to describe the modifications of skeletal muscle function induced by a
submaximal mono-articular exercise of the knee extensors among SS and SC patients and to compare
with AA individuals. The second aim was to explore the possible causes of the skeletal muscle
dysfunction in SCD patients using electromyography (EMG) and near infrared spectroscopy (NIRS).
We hypothesized that both SS and SC patients would exhibit exercise-induced skeletal muscle
dysfunction and higher muscle fatigability than AA individuals.

Materials and Methods

Study design and patients

Nineteen African AA subjects, 28 SS and 18 SC patients were recruited to participate in this study. SCD
patients were randomly selected among patients in a clinical stcady state (i.e., no acute vaso-occlusive
crises, acute chest syndrome or hospitalization within the last 2 months, and no blood transfusion within
the last 3 months) and followed by the Internal Medicine department, for adults, and the Haematology
and Oncology Paediatric unit, for adolescents, in the University Hospital of Lyon (Hospices Civils de
Lyon, Lyon, France). Exclusion criteria included: positive history of stroke or cerebral vasculopathy,
pulmonary hypertension, leg ulcers, osteonecrosis of the femoral head, and current pregnancy. The study
was approved by the French Ethics Committee (CPP Est IV, Strasbourg, France, Clinical trial number:
NCTO03243812) and all experiments were performed in accordance with the guidelines set by the
Declaration of Helsinki. All subjects were volunteers, aware of the aims of the study, and signed written

informed consent (with parents for patients under 18 years old).

Experimental design

Venous blood was drawn into EDTA tubes to determine haematological parameters. Clinical severity
was characterized by the number of hospitalized vaso-occlusive crisis (VOC) and acute chest syndrome
(ACS) within the last 5 years. VOC was defined as a painful episode lasting more than 4 hours with
typical pain for vaso-occlusion and resulting in an admission to the emergency department with no other
aetiology identified (Lamarre et al. 2012). ACS was defined as the appearance of a new infiltrate on
chest X-ray, associated with chest pain, respiratory distress, fever or cough (Lamarre et al. 2012).

Transcutaneous oxygen saturation (SpO2), heart rate (HR), and blood pressure (BP) were measured at
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rest. Anthropometric and adipose thickness measurements were performed according to the intemational
standards for anthropometric assessments in order to determine thigh volume (Jones and Pearson 1969).
Physical activity level of the subjects was quantified with the Global Physical Activity Questionnaire
(GPAQ) (Cleland et al. 2014). After a standardized warm-up, participants performed a fatigability test
(FAT) of the knee extensors. Following a recovery period, they performed a 6-minute walk test (6-
MWT).

Fatigability test (FAT)

Study procedure is summarized in figure 1. Participants were seated in a chair with their hip joint angle
sct at 80°. A custom-made apparatus was used to perform full knee extension, from 90° to 0° knee joint
angle (0° = full knee extension) with a resistance set by weights. All participants performed a warm-up
consisting of two bouts of 10 full knee extensions with weights of 2 and 4 kg, respectively, separated by
a 2-minute rest. After this warm-up, they performed three isometric maximal voluntary contraction
(iMVC) to determine maximal isometric torque (Tmax0) of the quadriceps of the dominant leg,
separated by a 2-minute recovery to avoid any skeletal muscle fatigue (Petersen et al. 2003). They were
asked to “push as hard and as fast as possible™ and strong verbal encouragement were provided to ensure
production of their maximal torque. Tmax0 was measured with a strength dynamometer (DFS II,
Chatillon Force Measurement, AMETEK STC, USA) at a 90° knee joint angle. Then, the participants
performed FAT consisting in 4 bouts of 20 repeated full knee extension of the dominant leg with weights
corresponding to 25% of Tmax0, separated by a 1-minute recovery period. The rhythm of contraction
and relaxation periods was imposed by a metronome and the investigator giving the order to “contract”
and “relax”. The intensity of exercise was set at 25% of Tmax0 to lower blood flow limitations (Sjegaard
etal. 1988; Wigmore et al. 2004) and homeostasis disturbances in order to avoid the occurrence of vaso-
occlusive crisis. Indeed, blood flow limitations and homeostasis disturbances associated with high
intensity skeletal muscle contraction are able to trigger painful vaso-occlusive crisis in sickle cell disease
patients (Connes et al. 201 1). Perceived exertion (RPE) was assessed after each bout of FAT using Borg
scale (Borg 1974). Immediately after FAT, maximal isometric torque (Tmax1) was measured again.
EMG activity and skeletal muscle oxygenation, by near infrared spectroscopy (NIRS), of the Vastus
Lateralis (VL) were measured during both iMVC and FAT.

6-minute walk test (6-MWT)

The self-paced 6-MWT was conducted according to the guidelines set by the American Thoracic Society
(ATS Committee on Proficiency Standards for Clinical Pulmonary Function Laboratories 2002).
Briefly, participants were instructed to perform the greatest distance in 6 minutes i.e. walking as fast as
they can without running, The 6-MWT is particularly relevant since it has been widely used to determine
functional status of SCD patients (Machado et al. 2005; Anthi et al. 2007) and it reflects daily-life
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activities (Enright 2003). Predicted distance was calculated based on the equation of Burr et al (Burr et

al. 2011) and Geiger et o/ (Geiger et al. 2007) for adults and adolescents, respectively.

Electromyography

EMG of the VL was recorded using surface electrodes (EMG Triode, nickel-plated brass, electrode
diameter = 1 cm, inter-electrode distance = 2 cm, Thought Technology, Montreal, QC, Canada). EMG
signal was sampled at 2048 Hz using the Flexcomp Infiniti system (Thought Technology, Montreal,
Canada). Before placing the electrodes, the skin was shaved, if needed, and cleaned with alcohol to
improve the contact between the skin and the electrode and reduce skin impedance. Electrodes were
placed on the VL belly according to the SENIAM guidelines (Hermens et al. 2000). Before analysis,
raw EMG signals were filtered (Butterworth order 2, band pass from 10 to 500 Hz) and amplified with
a gain of 500. Mean root mean squared (RMS) values were calculated with a 125 ms sliding window
(Origin 2017, OriginLab, Northampton, MA, USA). Mean RMS value was measured during the plateau
phase of the signal during iMVC. Each knee extension of FAT was detected thanks to a threshold set at
5% of maximal RMS value, determining the onset and offset of the contraction. Then, mean RMS value
was calculated and normalized by the maximal RMS value (RMSmax) determined during the iMVC.
Morlet wavelet transformation was used to determine time-frequency EMG parameters and calculate a
median power frequency (MPF) over the contraction (MATLAB scripts, Mathworks, Natick, MA,
USA). Modifications of RMS/RMSmax ratio and MPF during exercise were used to characterize
skeletal muscle fatigue (Dantas et al. 2010; Amann et al. 2013; Blain et al. 2016).

Near Infrared Spectroscopy (NIRS)

Skeletal muscle oxygenation was measured during FAT via a portable 2-wavelength continuous wave
NIRS apparatus (Portamon, Artinis Medical, Zetten, Netherlands). The probe was attached on the VL
muscle belly with tape and covered with a black cotton tissue to reduce exposure to extraneous light.
Changes in tissue oxyhaemoglobin and deoxyhaemoglobin were sampled with two optodes interspaced
by 4.5 cm at a fiequency of 10 Hz. Tissue saturation index (TSI) was then calculated as
([oxyhaemoglobin]}/([oxyhaemoglobin+[deoxyhaemoglobin])) x 100 to characterize skeletal muscle
oxygenation status. The use of TSI was chosen because it reflects the balance between O2 supply and
02 consumption (Grassi and Quaresima 2016) especially in situations where blood flow is not constant
like during mono-articular exercise because of the skeletal muscle pump effect (Wolf et al. 2007;
Brocherie et al. 2015). For sickle cell patients, the presence of HbS seems not to affect the measurement
of TSI as both haemoglobin A and S possess similar near-infrared spectra absorbance (Nahavandi et al.
2009). Because skin colour has been suggested to possibly affect NIRS signal, we used the Fitzpatrick
scale to estimate the level of skin darkness in every subject (Trakatelli et al. 2017). All subjects

regardless of the groups were categorized between IV and V on the Fitzpatrick scale, indicating that
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differences between groups could not be explained by skin colour. Unfortunately, we found that adipose
thickness was higher than expected in SC patients and we were not able to perform skeletal muscle
oxygenation measurement in this group.(Grassi and Quaresima 2016) Therefore, measurements were

performed only in AA and SS groups.

Statistical analysis

All data were expressed as mean + SD. The normality was checked with a D’Agostino-Pearson’s test.
Comparison of data between the three groups were performed by a one-way ANOVA, followed by
Bonferroni post hoc test or Kruskal-Wallis test, followed by Dunn post hoc test, depending on the
normality of data. The effects of the FAT on torque and EMG were investigated, and compared between
the 3 groups, by using a two-way ANOVA with repeated measurements followed by Bonferroni multiple
comparisons. Finally, a Spearman correlation was performed to test the association between several
parameters. The significance level was set at p < 0.05. Statistical analyses were performed using

GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA).

Results

General characteristics

The anthropometrics, physiological, and haematological characteristics of the three groups are
summarized in Table 1. Diastolic blood pressure was significantly lower in both SS and SC than in AA
(p<0.001 and p < 0.05, respectively). Leucocytes count was significantly increased in SS compared to
AA (p < 0.05). Daily physical activity was not significantly different between the three groups. Both
haematocrit and haemoglobin values were significantly different between the three groups: AA > SC >

SS. Skeletal muscle TSI was significantly lower at rest in SS compared to AA.

Maximal isometric torque and 6-MWT performance are decreased in SCD patients

Absolute Tmax0 was significantly lower in SCD patients compared to AA (p < 0.001) (Fig. 2A).
However, when normalized by the thigh volume, Tmax0 was not different between the three groups
(Fig. 2B). Absolute distance walked during 6-MWT was significantly lower for SCD patients compared
to AA (p < 0.01 for SS, p < 0.001 for SC) (Fig. 2C). When expressed in percentage of the predicted
distance, the 6-MWT performance was only lower in SS compared to AA counterparts (p < 0.05) (Fig.
2D).

Skeletal muscle fatigability is increased in SS and SC compared to AA, and, of different
aetiology

FAT caused a reduction of the maximal isometric torque (i.e., Tmax0 vs Tmax1) in both SS (p <0.001)
and SC (p < 0.05) but not in AA (Fig. 3A). The analysis of EMG activity showed that RMS value during
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the IMVC was reduced after FAT in SS patients (2 < 0.05) but not in the other groups (Fig. 3B). MPF
during the iMVC remained unchanged after FAT in the three groups (Fig. 3C).

To further investigate skeletal muscle function during FAT, we studied the modification of EMG
markers between the 4 bouts of FAT and between every contraction of each bout. The RMS/RMSmax
ratio and MPF values were not different between the three groups and between the four bouts of FAT
whatever the group considered (data not shown).

However, the analysis of the EMG signal between every contraction of each bout showed that
RMS/RMSmax ratio increased over the repeated contractions of each of the 4 bouts of the FAT in SS
and in 3 of 4 bouts in SC (Fig. SIA). Of note, the increase in RMS/RMSmax within each bout occurred
earlier in SS than in SC. The MPF value decreased with the repetition of contractions within each bout
for all groups (Fig. SIB). Finally, RPE significantly increased over the bouts for the three groups and
we observed an interaction effect (genotype x RPE) with higher RPE in SS compared to AA in the third
(13.8 vs 16,6, p <0.01) and fourth (14.4 vs 17.8, p <0.001) bout of FAT.

Skeletal muscle oxygenation during submaximal exercise is not different between SS and AA
We did not find any differences in muscle oxygenation kinetics during FAT (Fig. S1C) between AA and
SS. Also, no correlation between the percentage of decrease in TSI during FAT and torque reduction

induced by FAT were observed in SS patients (r = 0.21, p > 0.05).

Increased skeletal muscle fatigability is not related to anaemia or clinical severity in SCD

To study the relationship between anaemia and skeletal muscle fatigability in SCD patients, we
correlated the percentage of relative torque reduction induced by FAT and haematocrit/haemoglobin
and found no correlation between these parameters for both SS (r= 0.15, p > 0.05; r=-0.07, p > 0.05,
for haematocrit and haemoglobin, respectively) and SC (r = -0.51, p > 0.05; r = -0.32, p > 0.05, for
haematocrit and haemoglobin, respectively) patients. Also, when the groups were pooled together, we
did not find any correlation between percentage of relative torque decrease and haematocrit or
haemoglobin (r=0.17, p > 0.05; r = 0.14, p > 0.05, for haematocrit and haemoglobin, respectively).
Finally, we analysed the relationship between skeletal muscle fatigability and the clinical severity in
SCD patients and found no correlation between the percentage torque reduction and the rate of vaso-

occlusive like events. Of note, no adverse effects were observed during and after the study.

Discussion

The aim of this study was to describe skeletal muscle function alterations in SS and SC in response to a
submaximal mono-articular exercise of the knee extensors and to explore its possible causes. Our main
results showed that 1) SCD patients exhibited greater skeletal muscle fatigue, i.e. greater maximal torque

decrease, 2) FAT induced a reduction in neural drive during the maximal contractions in SS but not in
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AA and SC subjects suggesting higher sensitivity to skeletal muscle perturbations and 3) the greater

fatigability observed in SCD patients is not related to anaemia or clinical severity.

Both the absolute and predicted 6-MWT distance performed during the test was lower in SCD patients
compared to AA showing a reduced functional capacity as previously described (Machado et al. 2005;
Anthi et al. 2007; Waltz et al. 2013a; Hostyn et al. 2013). Interestingly, we did not find any difference
in the 6-MWT performance between SS and SC suggesting a similar functional capacity between the
two SCD phenotypes. Absolute Tmax was also reduced in SCD patients compared to AA suggesting a
decreased capacity of quadriceps to generate torque, as it was previously shown in forearm muscles of
SS patients (Waltz et al. 2012; Dougherty et al. 2018; Gongalves et al. 2019) However, Tmax was not
different between groups when normalized by the thigh volume suggesting that the skeletal muscle
amyotrophy may explain the lower torque (Ravelojaona et al. 2015) rather than a dysfunction in

excitation-contraction coupling.

Following FAT, Tmax was reduced in SCD patients showing a greater skeletal muscle fatigability
compared to healthy individuals. The decrease of RMS value between the IMVC pre- and post-FAT
suggests a reduction in the neural drive to the VL muscle in SS patients (Gandevia 2001; Babault et al.
2006). An alteration of sarcolemma excitability may partly explain this decrease, but this is not
supported by the lack of change in MPF and the EMG modifications observed within the bouts (Chisari
etal. 1998). Although the decrease of Tmax after FAT was not different between SS and SC patients (-
17.0 £ 12.1 % vs -21.5 £ 14.5 %), iMVC RMS value decreased in SS only, suggesting an increased
sensitivity to peripheral modifications in SS compared to SC individuals (Hureau et al. 2018; Morel et
al. 2019), which may result in a higher inhibition of neural drive.

In order to further elucidate the possible mechanisms leading to these modifications, we studied the
evolution of EMG parameters during FAT. We observed that RMS value increased over repetition inside
each bout for both SS and SC suggesting an increase of muscle activation in order to recruit more fibres
to compensate for the decrease in muscle fibres contractility (Gandevia 2001; Blain et al. 2016). This
hypothesis is supported by the decrease in MPF observed inside each bout of FAT, as this type of pattern
has been frequently associated with muscle fatigue (Babault et al. 2006; Dantas et al. 2010).

Both SS and SC patients experienced peripheral muscle fatigue during the repeated submaximal
contractions. However, the muscle perturbations induced by FAT seemed to trigger inhibitory feedbacks
driven by III/IV afferences to the central nervous system only in SS patients. These inhibitory feedbacks
could explain the reduction in maximal neural drive (Amann et al. 2013; Blain et al. 2016) during the
iMVC post-FAT in this population. The increase in RPE observed in SS tends to support this hypothesis
as it was shown that III/IV afferences discharge is associated with increased perceived exertion
(Berchicci et al. 2013). In SC patients, the changes in RMS and MPF during bouts of the FAT

demonstrate the appearance of skeletal muscle fatigue but with a slower development velocity compared

10

p. 152



337
338
339
340
341
342
343
344
345
346
347
348
349
350
351
352
353
354
355
356
357
358
359
360
361
362
363
364
365
366
367
368
369
370
371

to SS patients as shown by the kinetic of modifications of EMG parameters. Altogether, these results
suggest some differences in skeletal muscle fatigue induced by repeated submaximal contractions
between SS and SC patients. While skeletal muscle fatigue developed rapidly in SS patients, SC patients
were more resistant to fatigue with less modifications in EMG parameters. As the decrease in torque is
similar between the two phenotypes, it seems that skeletal muscle fatigue may be related to
intramuscular alterations in SC patients with less neural drive modifications. In contrast, decreased
neural drive would be involved in the higher muscle fatigability found in SS patients. One may speculate
that the homeostasis of the skeletal muscle of SS patients would be more altered than in SC patients
inducing higher neural drive inhibitions and/or SS patients are more sensitive to these local
perturbations. For ethical reasons, the use of magnetic and/or electrical stimulation was not possible in
this study as this may force the fragile subjects to override the physiological protection mechanisms and
may trigger VOC. Thus, the exact nature of these differences is currently unknown. Further studies are
needed to better decipher the mechanisms at the origin of the increased muscle fatigability in SS and SC

patients.

While TSI at rest was lower in SS compared to AA, as previously described (Waltz et al. 2012), we did
not find any difference in oxygenation kinetics between SS and AA during FAT. Also, we did not
observe any correlation between skeletal muscle deoxygenation during FAT and torque reduction in SS
patients. Therefore, it seems that the differences in muscle fatigability and EMG signal between these
two groups could not be the consequence of muscle oxygenation differences. Moreover, the lack of
correlations between haematocrit or hacmoglobin and percentage of Tmax decrease in SCD patients
suggest that the level of anaemia is not the main factor explaining the difference in fatigability between
populations. Also, the absence of correlation between torque reduction and the rate of vaso-occlusive
like events may indicate that clinical severity could also not explain these differences. It seems that

skeletal muscle dysfunction is a general characteristic of SCD rather than a marker of clinical severity.

Conclusion

In conclusion, our results show that SS and SC patients exhibit an exercise-induced skeletal muscle
dysfunction which could contribute to the limited exercise tolerance classically observed in SCD. Hence,
skeletal muscle may be considered as a potent therapeutic target during rehabilitation protocol in order
to improve functional capacity in SCD patients. Further studies should be conducted to characterize the
effects of chronic exercise, especially resistance training, on the skeletal muscle function, i.e. maximal
strength and fatigability, of SCD patients. Furthermore, it seems that the actiology of skeletal muscle
fatigue is slightly different between these two forms of SCD probably due to an increased sensitivity to

skeletal muscle perturbations in SS compared to SC patients. Consequently, a better understanding of
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the mechanisms responsible for these differences is needed in order to improve therapeutic care of SCD

patients.
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Figures

Figure I: Schematic view of exercise procedure for all subjects. iIMVC: isometric maximal voluntary
contraction; FAT: Fatigability test; KE: knee extension; Tmax(: maximal isometric torque measured
before FAT.

Figure 2: Absolute (A) and normalized (B) maximal isometric torque between all groups. Absolute
distance (C) and percentage of predicted distance walked during 6-minute walk test (D). Data are

presented by Mean = SD. *: p < 0-05; **: p <(0-01; ***: p < 0-001.

Figure 3: Maximal isometric torque (A), RMS (B) and MPF (C) after FAT for all groups. Data are
presented by Mean = SD. *: p < 0.05; ***: p < 0.001. Black bars: pre; white bars: post.

Figure S14: RMS/RMSmax within each bout of the FAT for each group. Data are presented by Mean
+8D. *: p<0.05.
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Figure S1B: MPF within each bout of the FAT for each group. Data are presented by Mean = SD. *: p

<0.05.

Figure S1C: Typical trace for TSI obtained during a bout of FAT (A). ATSI (B) corresponds to the

difference between baseline and mean TSI during the plateau phase. Time of deoxygenation (C) is the

time between the beginning of the bout and of the plateau phase
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Table 1

AA SS SC
Men 10 (53%) 14 (50%) 6 (33 %)
Women 9 (47%) 14 (50 %) 12 (67 %)
Age (years) 32+£9 288 2712
Height (cm) 172+ 10 171+7 167 £8
Weight (kg) 73.1+122 63.1+88* 64.1+17.1
Body mass index 245+33 21.5+£2.2% 229+£5.6
Heart rate (bpm) 74+12 73+£9 77+ 12
SpO: (%) 97 + 1 94+3 95+35
Systolic BP (mmHg) 125+ 13 116 £15 120+ 16
Diastolic BP (mmHg) 869 IS £ 9 =%% 78 £ 8%
Hematocrit (%) 434 £4.4 26.3 +3.6° 32.6 +3.0¢
Hemoglobin (g/dL) 143+14 9.03+1.3° 11.6 + 1.1#
RBC (10"12/L) 495+ 0.6 3.00+£0.7% 444 +£0.8
Leucocytes (10°9/L) 539+ 1.7 7.45£2.2% 6.55+2.5
Hydroxyurea (n) 21 (75%) 1 (6%)
VOC (n /5 years) 3.9+£3.0 2.5+£5.6
ACS (n /5 years) 0.7+0.8 0
Physical activity (Met-min/sem) 3720 + 5467 4974 + 5652 2495 + 3567
TSI (%) 67.8+3,6 63,8 +£3,8%*

Table I: Characteristics of subjects. BP: blood pressure. VOC: Vaso-occlusive crisis. ACS:

Acute chest syndrome. TSI: Tissue saturation index *: p < 0.05 vs AA; **: p <0.01 vs AA

JER p <0.001 vs AA; ¥ p<0.0001 vs AA; $:p <0.0001 vs AA and SC.

p. 165



Les patients drépanocytaires S/S et S/C semblent étre caractérisés par une dysfonction
musculaire marquée par rapport aux sujets A/A. En effet, ils possedent une Fmax absolue du
quadriceps qui est réduite a 1’état basal, comme cela a été décrit précédemment au niveau de
I’avant-bras (Dougherty et al., 2018; Gongalves et al., 2019; Waltz et al., 2012b). Cependant,
I’absence de différence aprés normalisation par le volume de la cuisse suggére que cette
diminution de Fmax serait expliquée par I’amyotrophie plutdt que par une altération du
couplage excitation-contraction. Un des résultats majeurs de cette étude est que le muscle
squelettique des patients drépanocytaires présente une fatigabilité accrue par rapport aux sujets
sains comme le montre la baisse significative de Fmax a la suite de I’exercice mono-articulaire.
Il est a noter que la perte de force est similaire entre les patients S/S et S/C indiquant un méme
niveau de fatigue musculaire entre les génotypes cependant il semblerait que les mécanismes
d’apparition de la fatigue soient différents, comme le montre 1I’évolution des parametres SEMG
au cours de I’exercice. En effet, la RMS diminue a la fois dans le VL mais également dans le
VM des patients S/S indiquant que le recrutement musculaire par le SNC serait diminué lors
des CVIMs. A I’inverse, nous n’observons pas de modifications de la RMS et de la MDF chez
les S/C et il semblerait donc que la perte de force observée puisse plutdt étre liée a des
modifications intra-musculaires que par une diminution du recrutement musculaire par le SNC.
Ces différences pourraient €tre expliquées par une sensibilité accrue des patients S/S a la fatigue
par rapport aux patients S/C (Morel et al., 2019). En effet, I’évolution de la RMS et de la MDF
au sein de I’exercice mono-articulaire indique que les mécanismes de la fatigue musculaire se
seraient mis en place plus rapidement au sein du muscle squelettique des patients S/S par

rapport aux S/C, activant les fibres afférentes III/IV et limitant ’influx nerveux. A I’inverse,
p. 166



chez les S/C, ces mécanismes se seraient mis en place de maniere plus progressive activant de
facon moins importante ces fibres afférentes inhibitrices mais provoquant tout de méme une
perte de Fmax. Cependant, des travaux supplémentaires sont nécessaires pour caractériser plus
précisément ces différences. D’un point de vue de I’oxygénation musculaire, 1’absence de
différences dans les cinétiques de désoxygénation entre les sujets A/A et S/S indiquent de facon
surprenante que ces derniers ne présenteraient pas d’altérations de I’oxygénation musculaire au
cours de ce type d’exercice. Par conséquent, la fatigabilité accrue observée chez les patients S/S
seraient plutdt causée par des altérations intra-musculaires plutdt qu’a une altération de
I’oxygénation au cours de I’exercice. Malheureusement, en raison d’un pourcentage de masse
grasse trop important chez les patients S/C, la mesure de 1’oxygénation musculaire a été
impossible dans cette population (Grassi & Quaresima, 2016).

Comme décrit précédemment, les patients S/S et S/C sont caractérisés par une capacité
fonctionnelle réduite comme le montre la distance parcourue au T6M. Afin d’explorer si la
fatigabilité musculaire est impliquée dans la réduction de la capacité fonctionnelle, nous avons
mesuré la Fmax apres le T6M pour quantifier la fatigue musculaire induite par ce test. A la suite
du T6M, nous n’observons pas de modifications de la Fmax dans tous les groupes indiquant
qu’il n’aurait pas induit de fatigue musculaire. De plus, nous n’observons pas de modifications
des parametres SEMG entre les CVIM au début du protocole et apres le T6M confirmant qu’il
n’y aurait pas de modifications de la fonction neuro-musculaire. Cependant, au cours du test, la
MDF diminuait significativement dans le VL et le VM des patients S/S et S/C indiquant que
des mécanismes de la fatigue musculaire ont pu se mettre en place au cours du test. L apparition

de ces mécanismes ne semble toutefois pas suffisante pour induire une perte de Fmax apres un
p. 167



T6M. Ces résultats indiqueraient que la fatigabilité musculaire ne serait pas un facteur majeur
dans la performance dans ce type de test ou dans des activités d’intensité faibles qui pourraient
avoir lieu dans la vie quotidienne.

Enfin, dans le but d’étudier les relations entre fatigabilité, anémie et sévérite clinique,
nous avons effectué¢ des tests de corrélation entre ces différents paramétres et nous n’avons
observé aucune corrélation entre la fatigabilité¢ et I’anémie ainsi qu’entre la fatigabilité et la
sévérité clinique. Il semblerait donc que la fatigabilité accrue observée chez les patients
drépanocytaires S/S et S/C soit liée aux altérations intramusculaires plutdét qu’aux anomalies
hématologiques ou au niveau de sévérité clinique des patients.

En conclusion, cette étude montre que les patients drépanocytaires présenteraient une
dysfonction musculaire marquée qui se caractérise par une diminution de la capacité de
production de force et une fatigabilité accrue. De plus, 1’étiologie et la cinétique d’apparition
de la fatigue indiquerait que le muscle squelettique des patients S/S puisse étre plus altéré par
la pathologie drépanocytaire que celui des patients S/C. La dysfonction musculaire semble étre
un acteur important dans la limitation de la capacité a I’exercice des patients drépanocytaires
S/S et S/C. Ainsi, des études supplémentaires sont nécessaires pour caractériser de facon plus
précise son implication dans la réduction de la capacit¢ a I’exercice des patients
drépanocytaires. En parall¢le, il semble également intéressant d’investiguer les éventuelles
différences entre S/S et S/C dans le but d’améliorer les prises en charge cliniques spécifiques

aux deux génotypes.
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Etude 2 : Effets d’un exercice chronique aérobie modéré sur le
stress oxydatif du muscle squelettique de souris drépanocytaires

Townes

Gouraud E, Charrin E, Dubé J.J, Ofori-Acquah S.F, Martin C, Skinner S, Chatel B, Boreau A,
Messonnier L, Connes P, Pialoux V, Hautier C, Faes C.

Publié dans Oxidative Medicine and Cellular Longevity, (2019) :376543 [1F2017=4.936]
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Le stress oxydatif est un phénomene qui est fortement impliqué dans la
physiopathologie de la drépanocytose notamment au niveau du GR mais également au niveau
systémique. Dans le muscle squelettique de manicere générale, il a également ét€¢ démontré
qu’un stress oxydatif chronique était un acteur majeur dans ’apparition d’une amyotrophie et
des altérations fonctionnelles observées dans plusieurs pathologies chroniques. Bien que la
présence d’un stress oxydatif chronique au sein du muscle squelettique drépanocytaire n’ait pas
encore ¢té mise en évidence, plusieurs études ont fait I’hypothése que celui-ci pourrait €tre
impliqué dans les altérations observées au niveau musculaire dans la drépanocytose (Chatel et
al., 2017a; Ravelojaona et al., 2015). De plus, il a été démontré que le muscle squelettique est
le principal producteur d’EORs impliquées dans I’augmentation du stress oxydatif induite par
un exercice aigu (Jackson et al., 2016; Powers & Jackson, 2008). En parall¢le, I’exercice
chronique aérobie entraine une augmentation de I’activité des enzymes antioxydantes au sein
du muscle squelettique (Laughlin et al., 1990 ; Merry & Ristow, 2016 ; Plant et al., 2003 ;
Powers et al., 1994). Par conséquent, I’exercice chronique aérobie constitue une piste
thérapeutique intéressante dans le but de limiter le stress oxydatif au niveau du muscle
squelettique.

Plusieurs études précédemment menées dans notre laboratoire ont montré qu’une
activité physique ou un exercice chronique aérobie avaient un effet bénéfique sur le stress
oxydatif dans des modeles de souris drépanocytaires. Une premiere étude menée chez la souris
SAD a montré que I’activité physique spontanée diminuait le stress oxydatif cardiaque (Charrin
et al., 2015). Ensuite, une seconde étude a montré qu’un exercice chronique a¢robie d’intensité

modérée permettait ¢galement d’atténuer le stress oxydatif cardiaque et hépatique chez des
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souris Townes (Charrin et al., 2017). Ainsi, dans la lignée de ces travaux, le but de cette étude
a ¢té de caractériser les effets d’un exercice chronique aérobie d’intensit¢ modérée sur la
balance pro/antioxydante du muscle squelettique de souris drépanocytaires Townes.

Au cours de cette étude, des souris Townes A/A et S/S ont suivi un exercice chronique
aérobie de 8 semaines a une intensité fixée a 60% de leur VO,max, dont les effets bénéfiques
sur le stress oxydatif ont été démontrés dans d’autres organes (Charrin et al., 2017). A 1’issue
des 8 semaines, la mesure de marqueurs permettant de caractériser la balance pro/antioxydante
a été effectuée dans trois muscles : le gastrocnemius, le plantaris et le soleus. Ces trois muscles
ont été choisis particulierement pour leur typologie (Bloemberg & Quadrilatero, 2012) ainsi

que leur implication dans la locomotion (Prilutsky et al., 1996).
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Oxidative stress is a key feature in the pathophysiology of sickle cell disease. Endurance training has been shown to reduce
oxidative stress in the heart and the liver of sickle mice. However, the effects of endurance training on skeletal muscles, which
are major producers of reactive oxygen species during exercise, are currently unknown. The aim of this study was to evaluate
the effect of sickle genotype on prooxidant/antioxidant response to individualized endurance training in skeletal muscles of
sickle mice. Healthy and homozygous Townes sickle mice were divided into trained or sedentary groups. Maximal aerobic
speed and VO, peak were determined using an incremental test on a treadmill. Trained mice ran at 40% to 60% of maximal
aerobic speed, 1h/day, 5 days/week for 8 weeks. Oxidative stress markers, prooxidant/antioxidant response, and citrate
synthase enzyme activities were assessed in the gastrocnemius, in the plantaris, and in the soleus muscles. Maximal aerobic
speed and VO, peak were significantly reduced in sickle compared to healthy mice (-57% and -17%; p <0.001). NADPH
oxidase, superoxide dismutase, and catalase activities significantly increased after training in the gastrocnemius of sickle mice
only. A similar trend was observed for citrate synthase activity in sickle mice (p =0.06). In this study, we showed an adaptive
response to individualized endurance training on the prooxidant/antioxidant balance in the gastrocnemius, but neither in the
plantaris nor in the soleus of trained sickle mice, suggesting an effect of sickle genotype on skeletal muscle response to
endurance treadmill training.



1. Introduction

Sickle cell disease (SCD) is a genetic disorder characterized
by hemolytic anemia and vasoocclusive crises [1] resulting
in an enhanced production of reactive oxygen species
(ROS) [2, 3]. In this context, higher levels of markers of oxi-
dative stress have been found in the plasma and RBC of
patients with SCD [4], as well as in the liver, kidney, and
spleen of transgenic sickle mice [5].

Little research has been conducted to understand the
pathophysiology of skeletal muscles in SCD, but recently,
several studies started to report functional and histologi-
cal alterations in skeletal muscle [6-9]. In SCD patients
at rest, Ravelojaona et al. [8] observed skeletal muscle
microvasculature remodeling, amyotrophy, and decreased
activity of key enzymes involved in energy metabolism,
including creatine kinase (CK), which could be explained
by an excessive ROS content in the skeletal muscle of
SCD patients [10]. Additionally, recent studies suggest that
increased oxidative stress may impair force production in
transgenic sickle mice during acute exercise [6] which
could be attributed to the increased intramyocellular aci-
dosis [11, 12] observed in these mice [7]. However, while
it is well recognized that skeletal muscle is the major
endogenous source of ROS during exercise [13, 14], little
research has been done to investigate oxidative stress pro-
duction in the skeletal muscle of homozygous SCD patients
or mice.

While vigorous physical activity is usually not recom-
mended for SCD patients [15], recently, a randomized con-
trolled trial reported that an individualized and standardized
moderate-intensity training program in sickle patients was
clinically safe and improved the functional capacity and
the skeletal muscle characteristics of those patients [16].
Besides, chronic exercise in two transgenic sickle mice
models [17, 18] was reported to decrease oxidative stress
and inflammation in several organs. In SAD mice, voluntary
wheel running protocol decreased lipid peroxidation in the
heart after hypoxia/reoxygenation stress [17]. In Townes
mice, an endurance treadmill running protocol decreased
oxidative stress in the heart and the liver and attenuated
systemic inflammation [18]. However, Chatel et al. [19]
reported that such training did not induce muscular oxida-
tive stress in Townes mice. Nevertheless, the running speed
was not individualized for each mouse that may explain
the lack of significant changes in Chatel et al.’s study. From
a clinical point of view, the individualization of the exercise
in sickle cell disease patients is of primary importance in the
training management of these patients.

Thus, we chose to investigate the effects of 8-week indi-
vidualized moderate-intensity treadmill training program on
the oxidative stress levels in the skeletal muscle of healthy
and transgenic Townes sickle mice. The main hypothesis
of our work is that sickle genotype affects the prooxidan-
t/antioxidant response in the skeletal muscle of Townes
mice subjected to such endurance training program. We
chose the gastrocnemius, the plantaris, and the soleus in this
study for their specific typology and involvement in tread-
mill locomotion.
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2. Material and Methods

2.1. Mice. The study was approved by the Institutional
Animal Care and Use Committee (IACUC) at the University
of Pittsburgh (protocol #13102567). Eight-week-old male
Townes mice were used in this study. Townes mice were
obtained by establishing a colony using breeding pairs pur-
chased from Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA).
Mice were provided with food and water ad libitum and
maintained on a 12-hour light-dark cycle.

2.2, Incremental Treadmill Test. Healthy AA (n=12) and
sickle SS (n=17) mice were progressively acclimatized to
treadmill exposure by increasing intensity and duration for
3 days. For the incremental test, mice ran on an enclosed,
single lane treadmill (molecular enclosed metabolic tread-
mill for mice; Columbus Instruments), and real-time mea-
surements of oxygen consumption (VO,) and carbon
dioxide output (VCO,) were performed using an Oxymax/-
Comprehensive Laboratory Animal Monitoring System
(CLAMS; Columbus Instruments). Mice ran at 5, 9, 12,
and 15 m-min " at a 15° inclination for 5 min at each velocity
[20]. Treadmill velocity was then increased by 2 m-min”
every 2min until exhaustion, defined as the inability to
return to treadmill running after 10 seconds. Maximal aero-
bic speed (MAS) was defined as the speed at which VO, pla-
teaued. We chose to do not assess VO, posttraining to keep
enough mice in each group of mice and to avoid bias analy-
sis. Indeed, the risk of death of the Townes mice during this
kind of incremental maximal exercise test dramatically
increases with age according to the progression of disease
severity [21].

2.3. Individualized Treadmill Aerobic Training Protocol.
After 7 days of rest, they were randomly distributed into
4 groups: trained AA (Tr-AA), sedentary AA (Sed-AA),
trained SS (Tr-SS), and sedentary SS (Sed-SS). Trained mice
ran 1h/day, 5 days/week at 40%-60% MAS for 8 weeks at
15° inclination on a motorized treadmill (Figure 1) [22]
(RM Exer-3/6 open treadmill with manual incline; Columbus
Instruments). If mice did not keep up with treadmill speed,
they were manually encouraged to run and/or exposed to
brief periods of electric shock. The sedentary groups were
exposed to the treadmill 1 day/week and handled daily in
the same way as mice in the trained group.

2.4. Muscle Sampling. Mice were anesthetized and euthanized
by cervical dislocation 72 h after the last exercise session. The
gastrocnemius, soleus, and plantaris were harvested, weighed,
and then immediately frozen in liquid nitrogen. Muscles
were homogenized in a lysis buffer (20 mM Tris; 1 mM ethyl-
enediaminetetraacetic acid; 100 mM sodium chloride; 0.5%
(v/v) Triton x100) and centrifuged at 12 000 RCF and 4°C
for 10min. Protein concentrations were assayed with a
BCA kit (Novagen #71285.3, Darmstadt, Germany), and all
results were normalized by grams of total protein.

2.5. Oxidative Stress and Antioxidant Enzyme Activities in
Skeletal Muscle. All biochemical products used for oxidative
stress assays were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis,
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FIGURE 1: Schematic view of the training protocol procedure for healthy and sickle trained mice. VO, (peak): peak oxygen consumption;

MAS: maximal aerobic speed.

MO, USA), and spectrophotometric measurements were per-
formed on a TECAN Infinite 2000 plate reader (Ménnedorf,
Switzerland).

2.5.1. Oxidative Stress Markers. Muscle malondialdehyde
(MDA) concentrations were determined as thiobarbituric
reactive substances, as previously described [23]. NADPH
oxidase (NOX) and xanthine oxidase (XO) activities were
calculated by measuring the kinetic of appearance of the
complex superoxide anion/nitrotetrazolium blue (NTB)
spectrophotometrically at 560 nm [24].

2.5.2. Antioxidant Enzymes. Glutathione peroxidase (GPX)
activity in skeletal muscle was assayed using Paglia and
Valentine’s [25] modified method, which uses hydrogen per-
oxide (H,0,) as a substrate. Superoxide dismutase (SOD)
activity was quantified using the Beauchamp and Fridovich’s
[26] method, slightly modified by Oberley and Spitz [27].
Catalase (Cat) activity in the skeletal muscle was determined
using Johansson and Borg’s [28] method, which uses H,0, as
a substrate and formaldehyde as a standard.

2.5.3. Citrate Synthase Activity. Citrate synthase (CS) activity
was assessed following the production of mercaptide ions
spectrophotometrically at 412 nm by adding dinitrothiocya-
nobenzene (DTNB), acetyl-CoA, and oxaloacetic acid.

2.6. Statistical Analysis. Data are expressed as the mean +
SEM. Statistical analyses were performed using GraphPad
Prism 6 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Normality
was checked using the Kolmogorov-Smirnov test. Student’s
t-test was used to compare exercise capacity between
healthy and sickle mice. Two-way ANOVA followed by
Tukey’s post hoc test was used to compare enzyme activities
and oxidative stress markers among groups. The signifi-
cance level was set at p <0.05. A tendency was also consid-
ered for 0.05<p<0.1. The statistical power () has been
calculated with and alpha level set at 0.05.

3. Results

3.1. Peak Exercise Capacity. At baseline, incremental tread-
mill tests showed that SS mice had 17% lower VO, peak than
AA mice (Table 1). Also, MAS was significantly decreased in
SS mice compared to AA mice (-57%; Table 1).

3.2. Citrate Synthase Activity. In the gastrocnemius, CS activ-
ity was significantly higher in SS compared to AA mice in the
trained group (p <0.05, $=0.92). It tended to be higher
in trained SS compared to their sedentary counterparts

TaBLE 1: Peak exercise capacity activity for all groups prior to
training.

AA (n=12)
8407.0 + 224.5

SS(n=17)
7046+118.2"*"

VO, peak (mlh'kg")

Maximal aerobic

13.6+0.5"""
speed (m-min”')

293+1.7

Data are expressed as mean + SEM. ***p <0.001.

(p=0.06, f=0.81, Figure 2(a)) while no differences were
observed between Tr-AA and Sed-AA mice (p=0.99,
f3=0.06, Figure 2(a)).

In the plantaris and the soleus, CS activity did not differ
between the four groups.

3.3. Prooxidant and Oxidative Stress Markers. In the gastroc-
nemius, a significant interaction effect (genotype x training,
p<0.01, =0.99) was observed for NOX while neither geno-
type nor training effects were identified for XO activity
(Figures 2(b) and 2(c)). NOX activity was 2-fold higher
(p<0.001, S=1) in trained SS compared to their sedentary
counterparts (Figure 2(b)). Training did not significantly
change MDA in healthy or sickle mice. However, a signifi-
cant genotype effect (p < 0.01) was observed for MDA with
a higher level of MDA observed in S5 compared to AA mice,
as evidenced by an almost twofold higher level in Tr-SS com-
pared with Tr-AA mice (Figure 2(d)).

In the plantaris, XO and NOX activities were not
modified by training in the AA or SS mice (Figures 3(b)
and 3(c)). In contrast, MDA concentrations were signifi-
cantly higher in Tr-8S vs. Tr-AA mice (p<0.05, =1,
Figure 3(d)) and were twofold lower in trained vs. seden-
tary AA mice.

In the soleus, MDA concentrations did not differ
between the four groups. However, similar to the plantaris,
a significant interaction effect (genotype x training, p < 0.01,
f=0.72) was observed with a nearly twofold higher level in
Tr-SS compared to Tr-AA mice (Figure 4(c)).

3.4. Antioxidant Enzyme Activities. In the gastrocnemius
of SS mice, we found significantly higher SOD (p < 0.05,
B=0.96, Figure 2(e)) and catalase activities (p<0.05,
B =0.82, Figure 2(f)) (50% and 85%, respectively) in Tr-SS
compared to Sed-SS mice. In addition, significantly higher
SOD activity was found in Tr-SS compared to Tr-AA mice
(p <0.05, 5=0.99, Figure 2(e)). Training did not signifi-
cantly affect GPX activity in Tr-SS compared to Sed-SS mice
(p=0.12, =0.57, Figure 2(g)). However, a genotype effect
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Ficure 2: Citrate synthase (CS) activity (a), prooxidant enzyme activities (b, ¢) malondialdehyde (MDA) concentration (d), and antioxidant
enzyme activities (e-g) in the gastrocnemius. Cat: catalase; GPX: glutathione peroxidase; NOX: NADPH oxidase; SOD: superoxide dismutase;
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was identified (p < 0.01) with higher GPX in SS compared to
AA mice independent of a sedentary or trained status.

In the plantaris and in the soleus, neither training
nor genotype effects were observed (Figures 3(e)-3(g);
Figure 4(d)).

4, Discussion

The aim of this study was to evaluate the effects of
sickle genotype on the prooxidant/antioxidant response
to endurance exercise in three skeletal muscles of SCD
transgenic mice. Our results demonstrated that an 8-week
individualized moderate-intensity treadmill training pro-
gram (i) increased oxidative stress markers and (ii) increased
antioxidant enzyme activity in the gastrocnemius, but not in
the plantaris and in the soleus of trained Townes SS mice.
Markers of lipid peroxidation and prooxidant enzymes
activities are higher in S§ mice after 8 weeks of individualized
moderate-intensity treadmill training program. Indeed, NOX
[29] was reported as a main producer of ROS in skeletal
muscle, and CS [30] has been extensively used as a marker
for assessing muscle mitochondrial volume density as well
as mitochondrial ROS production. Both may indicate higher
ROS production in the gastrocnemius. Also, elevated intracel-
lular acidosis previously observed in these mice [7] may

cause higher ROS production. Acidosis has been shown to
increase oxidative stress by promoting Fenton reactions and
by causing a protonation of the peroxynitrite anion that can
lead to the production of radical hydroxyl, one of the most
powerful ROS [11, 12]. Meanwhile, the 8-week individual-
ized moderate-intensity treadmill training program also
increased antioxidant enzymes. This suggests that the pro-
antioxidant balance in the gastrocnemius of trained sickle
mice could be equilibrated as illustrated by the lack of change
in MDA in response to the exercise training. Our findings are
in accordance with previous studies in rodents after aerobic
training [31-33], as we found higher SOD and catalase activ-
ities in trained sickle mice. This increase of antioxidant
enzyme activities could be attributed to the increase in
NOX activity and subsequent ROS production involved in
the oxidative stress signaling pathway [33, 34]. Higher CS
activity may also be explained by an increased ROS produc-
tion which could act as a signaling stimulus to increase mito-
chondrial content and oxidative capacity in skeletal muscles
[35]. As previously reported in healthy mice, exogenous
supplementation of N-acetylcysteine, a precursor of gluta-
thione synthesis, was found to attenuate exercise-induced
upregulation of endogenous antioxidants, including SOD
and catalase activities in the gastrocnemius [33]. Those results
suggest [33] the importance of a minimal ROS content
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(i.e, mild prooxidant environment) to training-induced
adaptation of skeletal muscle.

While endurance training has been found to reduce
inflammation, splenic enlargement, cardiac and hepatic oxi-
dative stress in a similar transgenic sickle mice model [18],
these results suggest an adaptive response to endurance
training on pro-antioxidant balance in the skeletal muscle
of sickle mice. Surprisingly, resting NOX and XO activities
as well as MDA concentration did not differ between AA
and SS sedentary mice. Therefore, it is likely that oxidative
stress is not changed at rest in skeletal muscle in sedentary
sickle mice, unlike in their trained counterparts. This could
also suggest that skeletal muscle may be less affected by the
disease than other organs in these mice [5].

Changes in the balance of pro-antioxidant markers in the
gastrocnemius after an 8-week individualized moderate-
intensity treadmill training program were only observed in
trained SS mice and not in their AA counterparts. Previous
results reported no modifications in muscular oxidative
stress in AA mice exposed to endurance training program
[19] while higher training intensity was shown to decrease
oxidative stress and increase antioxidant markers in the mus-
cle of healthy mice [36]. Therefore, our training intensity/-
speed (40%-60% MAS) could not be enough to trigger
oxidative stress adaptations in the gastrocnemius of AA
Townes mice. In addition, our results in the gastrocnemius
differ from those of Chatel et al. [19], who did not report
changes in the pro-antioxidant balance between trained and
sedentary sickle mice in the tibialis anterior after 7 weeks of
aerobic training. These differences may be explained by the
individualization of the training speed in our study (speed
calculated from the percentage of MAS from each mice)
compared to Chatel et al. [19] who used the same speed for
all the mice or by the muscle investigated (i.e., tibialis ante-
rior), whose typology is nearly similar to the plantaris [37].

While moderate endurance training induced oxidative
stress adaptations in the gastrocnemius of Tr-SS, no effects
were observed in the plantaris and the soleus. The differential
response to endurance training in each muscle could be
explained by their relative contribution in treadmill locomo-
tion. Indeed, the gastrocnemius, which represents more than
80% of the posterior hindlimb muscles in the mice [6], has a
higher contribution in the generation of mechanical work
during locomotion than the plantaris and soleus [38].

Thus, it seems that the skeletal muscle work generated by
running at 40-60% of MAS was sufficient to induce muscular
changes in oxidative stress in Tr-SS but was too mild to trig-
ger oxidative stress adaptations in Tr-AA mice. Therefore,
our data provide evidence that the use of individualized
training intensities might be a factor to consider when
designing endurance training protocols for sickle cell mice
or patients.

5. Conclusion

In conclusion, our results show that an 8-week individualized
moderate-intensity treadmill training program increased
prooxidant and antioxidant enzyme activities in the gastroc-
nemius of transgenic sickle mice suggesting an effect of SS

genotype on pro-antioxidant response to endurance training
in these mice. Individualization of exercise intervention
should be considered in the context of therapeutic care of
SCD patients, in line with the conclusions of the first ran-
domized controlled trial training program performed in
homozygous SCD patients [16]. Our results combined with
the improvement in skeletal muscle characteristics reported
in Gellen et al.’s study [16] strengthen the idea that skeletal
muscle is a key target to consider in further therapeutic pro-
tocol. Further studies should be conducted to better charac-
terize the percentage of training intensity that may trigger
oxidative stress and skeletal muscle adaptations without
associated complications in these individuals.
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Les résultats de cette étude 2 montrent que 1’exercice chronique aérobie d’intensité
modérée induit des adaptations au niveau du stress oxydatif musculaire des souris Townes mais
le bénéfice de ces adaptations reste encore discutable. En effet, cet exercice provoque une
augmentation de Dactivité de la NOX suggérant une augmentation du stress oxydatif
musculaire. De plus, "augmentation de ’activité de la citrate synthase, bien qu’étant une
tendance, indiquerait que la quantité en mitochondries serait plus importante chez les souris
Townes S/S, ce qui pourrait étre un signe d’une plus grande capacité oxydative. Cependant, une
augmentation de la quantité en mitochondries pourrait également Etre associée par une
production d’EORSs accrue au niveau de la chalne respiratoire mitochondriale. L’augmentation
de I’activité des enzymes antioxydantes SOD et CAT suggerent la présence d’une compensation
afin de limiter le stress oxydatif induit par la production d’EORs par NOX. Cette hypothese est
renforcée par ’absence d’augmentation de MDA, un marqueur de la peroxydation des lipides.
Ces adaptations, observées uniquement chez les souris Townes S/S, montre qu’il y aurait un
effet du phénotype drépanocytaire sur la réponse a 1’exercice chronique dans le muscle
squelettique. De plus, il est a noter que les adaptations observées ont lieu uniquement dans le
gastrocnemius. Cette spécificité de réponse pourrait s’expliquer a la fois par la typologie
particuliere du gastrocnemius (Bloemberg & Quadrilatero, 2012) mais également par son
implication dans la locomotion, qui est supérieure a celle du soleus et du plantaris a I’intensité
d’exercice choisie (Prilutsky et al., 1996).

Comme évoqué précédemment, plusieurs auteurs ont fait I’hypothése que le stress
oxydatif était augmenté dans le muscle squelettique drépanocytaire, cependant nos résultats ne

mettent pas en évidence de différences du statut pro/antioxydant entre les souris Townes S/S et
p. 181



A/A. Ces résultats contrastent avec le stress oxydatif accru décrit dans plusieurs organes de la
souris Townes S/S (Charrin et al., 2016) suggérant que le muscle squelettique pourrait €tre
moins impacté par la drépanocytose que d’autres organes, comme les poumons ou la rate, dans
ce modele de souris transgénique.

En conclusion, ces résultats montrent que les modifications de la balance
pro/antioxydante induites par I’exercice chronique aérobie sont altérées par la drépanocytose.
Ainsi cela suggere que la production d’EORs au sein du muscle squelettique au cours d’un
exercice pourrait étre augmentée, bien que cette hypothese reste a confirmer. Dans un contexte
clinique, ces résultats confirment que le muscle squelettique semble étre une cible thérapeutique
d’intérét dans la réhabilitation des patients drépanocytaires a I’exercice. Il semble également
nécessaire de mener d’autres études afin de caractériser de fagon plus précise les effets de

I’exercice chronique sur le muscle squelettique.
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CONCLUSIONS GENERALLES
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La premiere partie de ce travail de thése était d’étudier les modifications de la fonction
musculaire et de ses déterminants au cours d’un exercice sous-maximal du quadriceps et au
cours d’un T6M. Le principal résultat de cette étude est que les patients S/S et S/C présentent
une dysfonction musculaire marquée qui se caractérise par une diminution de la capacité de
production de force et une fatigabilité accrue. Plusieurs études ont déja montré une réduction
de la force maximale isométrique au niveau de ’avant-bras (Dougherty et al., 2018; Gongalves
et al., 2019; Moheeb et al., 2007; Waltz, et al., 2012b) cependant seules deux études se sont
intéressées a la fatigabilité musculaire et n’ont pas observé de différences avec les sujets sains
(Gongalves et al., 2019; Waltz et al., 2012b). Cette divergence avec nos résultats peut
s’expliquer par la modalité d’exercice choisie au cours de ces études dans lesquelles I’intensité
d’exercice n’était pas suffisante pour induire une fatigue musculaire ou était associée a
I’apparition de mécanismes centraux de la fatigue musculaire. Au repos, les patients
drépanocytaires S/S présente une oxygénation du quadriceps réduite par rapport aux sujets sains
A/A comme décrit auparavant au niveau de 1’avant-bras (Waltz et al., 2012b). Cependant,
I’absence de différences d’oxygénation entre les deux groupes a ’effort indiqueraient que
I’oxygénation musculaire est maintenue a 1’exercice malgré les altérations vasculaires. Au
regard de nos résultats, cela indiquerait que la fatigabilité accrue est la conséquence
d’altérations intramusculaires plutét que d’une diminution de I’oxygénation a I’exercice. Un
autre résultat intéressant de cette étude est que la cinétique d’apparition de la fatigue musculaire
est différente entre les deux génotypes suggérant une fatigabilité accrue chez les S/S par rapport
aux S/C. Traditionnellement, il était considéré que les patients S/C étaient décrits par une

sévérité clinique moindre par rapport aux patients S/S (Nagel et al., 2003) cependant des études
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récentes ont montré qu’ils sont caractérisés par un tableau clinique spécifique (Lionnet et al.,
2012) ainsi qu’une capacité fonctionnelle et une espérance de vie plus élevée que les patients
S/S (Elmariah et al., 2014; Waltz et al., 2013b). Il semblerait également que le muscle
squelettique des patients S/C puisse étre moins altéré que celui des patients S/S comme le
suggére les cinétiques d’apparition de la fatigue musculaire. Enfin, plusieurs complications
cliniques chroniques sont la conséquence directe de I’anémie et de la répétition de CVOs
silencieuses (Audard et al., 2017; Kato et al., 2017; Zalavras & Lieberman, 2014). Ces deux
phénomenes pourraient également expliquer les modifications histologiques observées au
niveau du muscle squelettique (Ravelojaona et al., 2015). Cependant, nous n’observons pas de
corrélations entre la fatigabilité musculaire et I’anémie ou le taux de CVOs. Ainsi, il semblerait
que les altérations musculaires responsables de la fatigabilité accrue soient provoqués par des

mécanismes indépendants de I’anémie et de la répétition de CVOs.

En parall¢le, la seconde partie de ce travail de thése a permis de mettre en évidence qu’il
n’y a pas d’¢élévation du stress oxydatif a I’état basal dans le muscle squelettique drépanocytaire
mais que la réponse musculaire sur la balance pro/antioxydant a I’exercice chronique aérobie
est altérée. Il a été proposé qu’un stress oxydatif élevé puisse étre a 1’origine de plusieurs
altérations observées dans le muscle squelettique (Ravelojaona et al., 2015) mais nos résultats
tendent 2 montrer que les altérations musculaires ont une origine différente. Cependant, il est
possible qu’un stress oxydatif élevé puisse étre impliqué dans D’altération de la réponse
musculaire a [’exercice chronique aérobie. En effet, les adaptations de la balance

pro/antioxydante sont provoquées par une ¢lévation transitoire de la production d’EORs au sein

p. 185



du muscle squelettique durant I’exercice (Merry & Ristow, 2016; Powers et al., 2011). Ainsi, il
est possible que cette production d’EORs soit plus ¢élevée dans le muscle squelettique des souris
Townes S/S. Bien que la source principale d’EORs a I’exercice soit la NOX (Sakellariou et al.,
2014), il a été montré que 1’acidose participait également a la production d’EORs, notamment
d’HO- (Hassan et al., 2009; Kellum et al., 2004). Ainsi, il est possible de faire I’hypothése que
I’acidose intramusculaire marquée a I’exercice observée chez la souris Townes puisse participer
de facon importante a la production d’EORs (Chatel et al., 2017b). Bien qu’elle reste a
confirmer, cette hypothese séduisante permettrait également d’expliquer les altérations

fonctionnelles observées au cours de 1’exercice dans le muscle squelettique drépanocytaire.

En conclusion, ce travail de thése a permis de mettre en évidence une dysfonction
musculaire a I’exercice marquée chez les patients drépanocytaires qui se caractérise notamment
par une fatigabilité accrue. Ces premiers résultats renforcent le muscle squelettique comme une
cible thérapeutique majeure dans la réhabilitation des patients drépanocytaires a I’exercice. Des
études pionnicres ont déja mis en évidence des bénéfices certains de 1’exercice chronique
aérobie sur le muscle squelettique des patients drépanocytaires. Cependant, les résultats que
nous obtenons chez la souris indiquent que le phénotype drépanocytaire peut altérer la réponse
musculaire a I’exercice chronique. Il semble donc nécessaire de caractériser de facon plus
précise les effets de I’exercice chronique sur la fonction musculaire afin d’améliorer la prise en

charge thérapeutique des patients drépanocytaires.
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Le principal résultat de la premiere étude de ce travail de theése indique que les patients
drépanocytaires S/S et S/C sont caractérisés par une dysfonction musculaire marquée qui se
définit par une diminution de la Fmax ainsi qu’une fatigabilité accrue a I’exercice. De plus, les
résultats de cette premiere étude suggerent que cette dysfonction pourrait étre fortement
impliquée dans la réduction de la capacité a I’exercice observée chez les patients
drépanocytaires, comme cela peut étre le cas dans d’autres pathologies chroniques (Arena et
al., 2014; Hendrican et al., 2000; Londhe & Guttridge, 2015). Dans ces dernicres, il a été
démontré que I’exercice chronique en résistance seul ou combiné avec de 1’exercice aérobie
avait un effet bénéfique sur la fonction musculaire et la capacité a I’exercice des patients
(Rinaldo et al., 2017; Schroeder et al., 2019; Yoshiko et al., 2018). Ainsi, bien que les effets de
I’exercice chronique aérobie seul sur le muscle squelettique soient décrits, il semble également
intéressant et nécessaire d’étudier les effets de ces deux modalités d’entrainement sur la
fonction musculaire squelettique, i.e. sa capacité a produire de la force et sa fatigabilité, des
patients drépanocytaires. L’exercice chronique en résistance semble une alternative séduisante
a D’exercice chronique aérobie car, contrairement a ce dernier, il pourrait induire des effets
bénéfiques sur la fonction musculaire squelettique sans induire des perturbations responsables
du déclenchement de CVOs. En effet, ’intensité d’exercice choisie au cours de notre premiére
étude semble induire suffisamment de perturbations physiologiques pour induire des
adaptations sans pour autant engendrer des CVOs. Dans un premier temps, il serait intéressant
de caractériser les bénéfices de ce type d’exercice sur le muscle squelettique puis, dans un
second temps, d’imaginer des protocoles de rééducation dont I’intégration au sein de la vie

quotidienne serait facile pour les patients. Une limitation des protocoles effectués dans un cadre
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hospitalier est qu’ils impliquent du matériel et/ou des exercices difficiles a reproduire dans le
quotidien des patients. Ainsi, a la suite de ces protocoles, beaucoup de patients se retrouvent
dans I’impossibilité¢ de maintenir une activité physique chronique adaptée limitant par extension
les bénéfices de I’exercice chronique sur la pathologie. La mise en place de ces protocoles
permettrait ainsi de maintenir les bénéfices de 1’exercice chronique dans un cadre domestique
et tout au long de la vie. De plus, les résultats obtenus au cours de cette étude suggerent des
différences entre le muscle squelettique des patients S/S et celui des patients S/C a la fois d’un
point de vue fonctionnel et probablement histologique. Plusieurs études ont précédemment mis
en évidence des différences phénotypiques entre S/S et S/C a la fois au niveau du tableau
clinique (Lionnet et al., 2012; Mockesch al., 2017a) et de I’espérance de vie (Elmariah et al.,
2014), il semble donc intéressant d’étudier plus précisément le phénotype particulier des S/C
de maniere générale mais également les éventuelles différences musculaires entre les deux

génotypes (Figure 28).

D’un point de vue fondamental, il est nécessaire de continuer a explorer et caractériser
les altérations intracellulaires au niveau musculaire provoquées par la drépanocytose,
notamment en termes de fatigabilité. La fatigabilité accrue observée chez les souris Townes S/S
ne peut pas étre expliquée seulement par la présence d’une acidose intramusculaire marquée a
I’exercice. Il semblerait donc que d’autres mécanismes puissent €tre impliqués dans la
fatigabilit¢ du muscle squelettique drépanocytaire. Parmi ceux-ci, une altération de
I’homéostasie calcique au cours de I’exercice constitue une hypothese séduisante du fait de son

role central dans le couplage excitation/contraction. Il a ét¢é récemment démonté qu’une
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oxydation et/ ou une nitrosylation des protéines RyR et SERCA au repos et a I’exercice seraient
impliquées dans la dysfonction musculaire observée dans plusieurs pathologies ainsi que dans
I’apparition de la fatigue (Alvarez et al., 2009; Andersson et al., 2011; Bellinger et al., 2008;
Waning et al., 2015). Ainsi, dans un premier temps, nous pourrions vérifier la présence de ces
modifications a I’état basal dans le muscle drépanocytaire. Dans un second temps, nous
envisageons d’étudier si ces modifications apparaissent au cours d’un exercice musculaire ex
vivo et in vivo et si elles jouent un réle dans la fatigabilité musculaire accrue. De plus, I’étude
de la fatigabilité¢ dans ces deux conditions permettrait plus précisément d’étudier I’implication
des altérations intramusculaires et de leurs interactions avec 1’environnement drépanocytaire
sur la fatigabilité. Nous avons commencé a mettre en place des expérimentations dans le but de
répondre a ces questions, malheureusement il n’est pas possible de montrer des résultats
préliminaires a ce jour. La caractérisation des modifications cellulaires impliquées dans la
dysfonction musculaire est un prérequis nécessaire dans [’identification de cibles
thérapeutiques d’intéréts pour la réhabilitation et la prise en charge clinique des patients

drépanocytaires (Figure 28).

En parallele, la seconde étude de ce travail de these a mis en évidence que le phénotype
drépanocytaire pouvait altérer la réponse a 1I’exercice chronique aérobie du muscle squelettique.
Les récentes études menées chez le patient drépanocytaire ont montré que cette intervention
présentait un intérét certain dans I’amélioration de 1’¢tat pathologique du muscle squelettique.
Cependant, nos résultats tendent a nuancer cette idée et suggerent que des études futures sont

nécessaires pour caractériser de facon plus précise les effets de ce type d’exercice sur le muscle
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squelettique. De la méme fagon que la caractérisation des mécanismes responsables de la
dysfonction musculaire, cela permettrait d’identifier précisément des cibles thérapeutiques

d’intérét lors de protocoles de réentrainement chez le patient drépanocytaire (Figure 28).

Clinique Fondamental
Etude des mécanismes Etude des effets de protocole Caractérisation des altérations
responsables des différences de réentrainement sur le M cellulaires impliquées dans la
de fatigabilité musculaire muscle squelettique dysfonction musculaire
entre S/Set S/C drépanocytaire drépanocytaire
L. l \ . Altérations de I’homéostasie
Résistance Aérobie calcique
Mise en place de protocoles A I’état basal Au cours
de réentrainement d’un exercice
specifiques au muscle \ /
squelettique drépanocytaire
Identification de cibles
l thérapeutiques d’intérét dans
la réhabilitation a I’exercice

Intégration de ces protocoles
dans la vie quotidienne des
patients drépanocytaires

Figure 28 : Résumé des perspectives scientifiques apportées par ce travail de these.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Pre-term birth is a major health concern that occurs in approximately 10% of births worldwide. Despite high

Altitude incidence rate, long-term consequences of pre-term birth remain unclear. Recent evidence suggests that elevated

l:;}lcercise. oxidative stress observed in pre-term born infants could persist into adulthood. Given that oxidative stress is

Nifrosative stress known to play an important role in response to physical activity and hypoxia, we investigated whether oxidative

g:ﬁ:ﬁfzzﬁr“m stress responses to acute exercise in normoxia and hypoxia may be differently modulated in pre-term vs. full-

Prematurity term born adults. Twenty-two pre-term born and fifteen age-matched full-term born controls performed maximal
incremental cycling tests in both normoxia (FiO2: 0.21) and normaobaric hypoxia (FiO2: 0.13; simulated altitude
of 3800 m) in blinded and randomized manner. Plasma levels of oxidative stress (advanced oxidation protein
products [AOPP] and malondialdehyde), antioxidant (ferric reducing antioxidant power, glutathione peroxidase,
catalase [CAT] and superoxide dismutase [SOD]) and nitrosative stress markers (nitrotyrosine, nitrite and total
nitrite and nitrate [NOx]) were measured before and immediately after each test. AOPP (+24%, P < 0.001),
CAT (+38%, P < 0.001) and SOD (+12%, P=0.018) and NOx (+17%, P=0.024) significantly increased in
response to exercise independently of condition and birth status. No difference in response to acute exercise in
normoxia was noted between pre-term and full-term born adults in any of measured markers. Hypoxic exposure
during exercise resulted in significant increase in AOPP (+45%, P=0.008), CAT (+55%, P=0.019) and a trend
for an increase in nitrite/nitrate content (+35%, P=0.107) only in full-term and not pre-term born individuals.
These results suggest that prematurely born adult individuals exhibit higher resistance to oxidative stress re-
sponse to exercise in hypoxia.

1. Introduction week of gestation, represents approximately 10% of the births world-
wide [1] and is among the leading causes of death for the under-5 year
Pre-term birth (PTB), defined as birth occurring prior to the 37th olds [2]. However, continuous progress in neonatology during the last
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Abbreviations list

AMS acute mountain sickness

AOPP  advanced oxidation protein products
CAT catalase

DAN 2,3-diaminonaphtalene

dSp0O2  arterial blood desaturation

dVE ventilation variation

FRAP ferrie reducing antioxidant power
GPx glutathione peroxidase

GSH reduced glutathione

HVR hypoxic ventilatory response
H.0, hydrogen peroxide

MDA malondialdehyde

NADPH nicotinamide adenine dinucleotide phosphate hydrogen
NOx total nitrite and nitrate

NTB nitrobluetretrazolium

PTB pre-term birth

02" superoxide anion

ROS reactive oxygen species

SOD superoxide dismutase

Sp0, capillary oxygen saturation

TBA 2-thiobarbituric

VE ventilation
VO, oxygen uptake

50 years resulted in significantly greater survival rates [3], conse-
quently leading to increased pre-term born population. A growing body
of literature describes the long-term consequences of PTBs [4,5]. In
particular, many of the physiological mechanisms linked to the detri-
mental consequences of PTB could be associated with elevated oxida-
tive stress levels [6]. However, surprisingly only one study to date in-
vestigated the oxidative stress levels in adolescents (13-15 years) born
very pre-term [7] and no data exists on the oxidative stress modulation
in adults pre-term born [8].

Oxidative stress is defined as an imbalance between the generation
of oxidant species, also termed reactive oxygen species (ROS), and
antioxidants in favor of the former [9]. It is well established that many
external factors can modulate oxidative stress level including physical
exercise [10,11] and hypoxia [11,12]. In addition, the combination of
both hypoxia and acute exercise is also known to have cumulative
augmentative effect on oxidative stress [11,13-16]. However, the de-
leterious outcomes related to hypoxia-induced increased oxidative
stress remain controversial and might be limited to extreme altitude
[16] or to pathological conditions [17]. Nevertheless, the oxidative
stress responses to both, exercise [10] and hypoxia [18] seem to im-
portantly modulate the physiological adaptation of humans to these
two stimuli.

Several studies reported reduced physical capacity in normoxia in
adults born pre-term compared to those born full-term [19-23]. Ad-
ditionally, it has been shown that at rest, hypoxic ventilatory response
(HVR), defined as the ability to change ventilation in function of blood
oxygen saturation, was lower in adults born pre-term than in adults
born full-term [24]. However, to our knowledge, only one study in-
vestigated physical performance under hypoxia in pre-term and re-
ported no difference with adults born full-term [23]. Moreover, because
of the previously reported higher oxidative stress levels in adults born
pre-term [7] and the above mentioned importance of oxidative stress
adaptation to chronic exercise and hypoxia, the interaction between
these two factors warrants scrutiny.

Accordingly, we aimed to investigate the oxidative stress responses
to acute exercise in normoxia and normobaric hypoxia in individuals
born pre-term as compared to age and aerobic capacity matched con-
trols born at full-term.

2. Material and methods
2.1. Participants

Collectively, thirty-seven healthy men volunteered and gave written
informed consent to participate in this study. All participants were free
of cardiorespiratory and haematological diseases and were not exposed
to altitudes above 1500 m during the one-month period prior to the
study. The baseline characteristics of the participants are outlined in
Table 1. Twenty-two participants were born pre-term and 15 were born
full-term. The experimental protocol was approved by the National

Medical Ethics Committee of Slovenia and performed in accordance
with the principles of the Declaration of Helsinki. The study was also
pre-registered at  ClinicalTrials.gov ~ (NCT02780908)  (https://
clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02780908?term = NCT02780908&
rank=1).

2.2. Incremental exercise tests

The participants performed two graded exercise test on an electro-
magnetically braked cycle-ergometer (Ergo Bike Premium, Daum elec-
tronics, Flirth, Germany) under normoxic (Fi0,=0.21;
P;0, =147mmHg) and normobaric hypoxic (F02=0.13;
PiO,=91mmHg) conditions in a randomized manner. They were
blinded in regards to F;O, of the gas mixture they were inspiring on
both occasions. Both tests were performed at the same time of the day
for each individual. The test protocol started at 60W with an increase of
40W every 2 min until volitional exhaustion. The normoxic and hypoxic
tests were separated by exactly 7 days.

Throughout the tests the participants breathed through a facemask
(Vmask, 7500 series, Hans Rudolph Inc., Shawnee, USA) and oxygen
uptake (VO,) and ventilation (VE) were measured using a metabolic
cart (Quark CPET, Cosmed, Rome, Italy). Capillary oxygen saturation
(Sp02) was measured using a transcutaneous finger pulse oximetry
device (Nellcor, BCI 3301, Boulder, USA).

2.3. Physiological response measurement

The methodological details of the cardiorespiratory measurements
during both, normoxic and hypoxic incremental exercise tests are de-
tailed elsewhere [25]. Arterial blood desaturation (dSp0-) was calcu-
lated as the difference between SpO, measured at volitional exhaustion
during the incremental test and the SpQ; at rest before beginning the
test. The ventilation variation (dVE) was defined as the difference be-
tween the VE measured at volitional exhaustion during the incremental
test and the VE at rest before beginning the test. HVR was computed as

dzvghﬁ where dVEh represents the difference between ventilation at
P02

Table 1
Baseline characteristics of the participants.

Variable Full-term (n = 15) Pre-term (n = 22)
Mean SD Mean SD
Age (years) 22 2 21 2
Body mass (kg) 73 6 69 7
Height (cm) 180 5 175*%* 7
BMI (kg.m?) 23 2 23 3
Gestational age (weeks) 39 2 2g¥#* 3
VO,max (mlL.kg™.min") 52 5 48 6

SD, standard deviation; BMI, body mass index; V' O,max, maximal oxygen
consumption. ***P < 0.0001 vs term.
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exhaustion in hypoxia and ventilation at rest in normoxia and dSp0,h
represents the difference between SpO, at exhaustion in hypoxia and
SpO; at rest in normoxia [26,27].

2.4. Blood sampling

Six mL of venous blood were obtained from the antecubital vein of
the seated participants before and within 1 min following the incre-
mental exercise. Blood samples were drawn into ethylenediaminete-
traacetic acid blood collection tubes, centrifuged (10min at 3500rpm,
4 °C) and the plasma was aliquoted into three 1.5 mL cryotubes, which
were immediately frozen to -20 °C and to -80 °C.

2.5. Biochemical analysis

All spectrophotometry and fluorometry measurements were per-
formed with TECAN Infinite 2000 plate reader (Minnedorf,
Switzerland) as previously reported [28].

2.6. Oxidative stress markers

Advanced oxidation protein products (AOPP) levels were measured
via spectrophotometry by reading at 340 nm 40 uL of plasma diluted in
200 pL of PBS 1X and with 20 pL of acetic acid (99-100%) in 96 well
microtest plates. AOPP level was computed using chloramine-T stan-
dard solution, which absorb at 340 nm in presence of potassium iodide.

Malondialdehyde (MDA) level was determined by adding NaOH, 2-
thiobarbituric acid (TBA) and HCI solutions to 50 pL of plasma. After
1 h at 100 °C, MDA form a complex with TBA that can be measured by
spectrophotometry in 96 well microtest plates at 532 nm. MDA level
was computed using 1,1,3,3-tetraethoxypropane as standard.

2.7. Antioxidant enzymes

Catalase activity was determined by measuring the kinetics of for-
maldehyde apparition formed by the reaction between methanol and
hydrogen peroxide (H,03), which is catalyzed by catalase. 30 pL of
methanol (100%) and 20 pL of H,0, solution (0.14%) were added to
20 pL of plasma diluted in 100 pL of PBS 1X in 96 well microtest plates.
Twenty minutes later the reaction was stopped by adding 30 pL of
potassium hydroxide solution (10.69mol L ). Formaldehyde was re-
vealed by adding 30 pL of purpald solution (0.20molL") and its con-
centration was measured 5 min later by spectrophotometry at 540 nm
and computed using formaldehyde standards.

Glutathione peroxidase (GPx) activity was assessed by measuring
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate hydrogen (NADPH)
consumption, which is proportional to GPx activity to reduce HyO, in
presence of glutathione reductase and reduced glutathione. Glutathione
reductase, NADPH (10 mmol-.L™) and reduced glutathione solutions
were added to 20 pL of plasma diluted in 200 pL of PBS 1X in 96 well
microtest plates. 30 pL of H,O, solution was then added and NADPH
oxidation into NAD* was measured during 5 min by spectrophotometry
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at 340 nm.

Superoxide dismutase (SOD) activity measurement was based on the
higher affinity of SOD to react with superoxide anion (02") than ni-
trobluetretrazolium (NTB), which produce detectable blue formazan.
250 pL of a solution containing NTB, trizmahydrochloride, diethyle-
netriaminepentaacetic acid and hypoxanthine is added to 20 uL of
plasma in 96 well microtest plates. Then, 20 uL of xanthine oxidase
(1.02U'mL™) were added and react with hypoxantine to produce 02",
Appearance of blue formazan is measured by spectrophotometry at
560 nm during 5 min. SOD activity is computed by subtracting the rate
of blue formazan appearance with deproteinized plasma (blank) to
those with plasma sample.

2.8. Ferric reducing antioxidant power

Ferric reducing antioxidant power (FRAP) was determined by
measuring the ability of the plasma to reduce ferric into ferrous iron.
17 plL of ferric chloride solution (20 mmol-L™Y), 17 pL of tripyridyl-
triazine solution (8 mmolL') and 167 pL of acetate solution
(300 mmol-L'!) were added to 20 pL of plasma diluted in 40 pL of H,O
in 96 well microtest plates. Ferrous iron forms a complex with tripyr-
idyltriazine at low pH that can be measured by spectrophotometry at
593 nm and computed with ferrous iron solution (FeSO,-7H,0) stan-
dards.

2.9. Metabolites of NO

Nitrite levels were detected by using 2,3-diaminonaphtalene (DAN)
that fixes nitrite and emits at 450 nm after an excitation at 365nm.
18 pL of DAN solution containing DAN and HCl was added to 10 pL of
plasma diluted in 90 pL of H,O in 96 well microtest plates. 10 min later,
the reaction was stopped with 18 pL oh NaOH solution. Nitrite level was
measured by fluorometry (excitation at 365 nm and emission at450 nm)
and computed with NO, standards.

To measure total nitrite and nitrate (NOx) level, nitrate was reduced
into nitrite and nitrite was then measured as described above. 40 pL of
nitrate reductase solution was added to 10 uL of plasma in 96 well
microplates and 15 min later 50 pL of H,0 was added. Then nitrite level
is then determined as described above.

2.10. Statistics

R (version 3.3.2) with nlme [29] and multcomp [30] packages was
used to perform linear mixed effects analyses with condition (normoxia
vs. hypoxia), time (pre vs. post exercise) and birth (full-term vs. pre-
term) and their interactions as fixed effects and a random effect for
participants after checking for normality and homoscedasticity. Sig-
nificance level was set a priori at P < 0.05 and a tendency was set at
P <0.1.

Table 2
Physiological response to graded exercise in normoxia and hypoxia in adults born full-term or pre-term.
Birth Full-term (n = 15) Pre-term (n = 22) P values
Condition Normoxia Hypoxia Normoxia Hypoxia Hypoxia Birth Birthxhypoxia
V0,peak (mlLkg" min") 52 (5) 45 (4) 48 (6) 20 < 0.0001 0.08 NS
PPO (W) 322(33) 273 (28) 272 (39) 235 (36) = 0.0001 0.008 0.01
dSpOa (%) 5.64 (4.14) 23.71 (4.75) 2.29 (2.69) 21 (5.18) < 0.0001 0.006 NS
dVE (L.min™") 110.1 (25.1) 124.9 (26.2) 99.5 (28.4) 107.3 (31.2) 0.049 0.09 NS
HVR (L.min™".%") 5.44 (1.80) 5.55 (1.98) NS

Values are presented as means (SD). Abbreviations: V O,peak, peak oxygen consumption; PPO, peak power output dSpO,, arterial blood oxygen desaturation; dVE,
ventilation variation; HVR, hypoxic ventilatory response; NS, not significant. These results are detailed elsewhere [25].
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3. Results
3.1. Exercise cardio-respiratory responses

The general cardio-respiratory responses to normoxic and hypoxic
exercise are detailed elsewhere [25] but are summarized in Table 2 for
the convenience of the reader. Expectedly, dSpO, was significantly
higher during acute exercise in hypoxia than in normoxia in-
dependently of birth (3.5% during normoxic exercise vs. 21.6% during
hypoxic exercise; pooled data; P < 0.0001) but dSpO, was lower in
participants born pre-term than full-term (-22%, P < 0.01) in-
dependently of the condition. Furthermore, dVE during an acute ex-
ercise was greater in hypoxia than in normoxia independently of birth
(+11%, P < 0.05) and tended to be lower in participants born pre-term
than full-term in normoxia and hypoxia (P=0.09). However, there was
no difference in exercise HVR between the full-term and pre-term born
participants.

3.2. Oxidative stress responses to exercise

The responses of the measured oxidative stress and antioxidant
markers to exercise are detailed in Table 3 and Fig, 1. While plasma
AOPP significantly increased in response to exercise independently of
the condition and/or birth status (+24%, P < 0.001), the levels of
MDA remained constant (P=0.182). Similarly, the catalase and SOD
activity significantly increased in response to exercise regardless of
birth and condition (+38%, P < 0.001 and + 12%, P=0.018 respec-
tively for catalase and SOD) while GPx activity significantly decreased
following exercise (-22%, P < 0.001). FRAP tended to decrease fol-
lowing exercise independently of the condition and birth status
(P=0.087). Acute exercise also induced significantly increased NOx
levels in both groups (+17%, P=0.024) but did not change the levels
of nitrite.

3.3. Oxidative stress responses to hypoxia

The responses of antioxidant and oxidative stress markers to hy-
poxic exercise are detailed in Table 3 and Fig. 1. Plasma AOPP levels
increased significantly in response to hypoxia only in the full-term born
individuals (+45% in full-term vs +5% in pre-term, P=0.008) in-
dependently to exercise condition (i.e. exercise or rest) (Fig. 1A).
However, no significant differences between MDA and FRAP responses
to normoxic and hypoxic exercise were noted between full-term and
pre-term born individuals. While the activity of SOD increased sig-
nificantly in hypoxia compared to normoxia independently of birth and
exercise condition (+14%, P=0.007), the catalase activity was only
increased in hypoxia in the full-term born participants (+55% in full-
term vs + 3% in pre-term, P=0.019) independently to exercise condi-
tion (i.e. exercise or rest) (Fig. 1C). The GPx levels tended to decrease in
response to hypoxia in both groups (P=0.091). Plasma nitrite levels

Table 3
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were significantly lower in hypoxia than in normoxia (-16%, P=0.015)
independently of birth and exercise condition (i.e. exercise or rest)
whereas hypoxia-induced increase in NOx levels trend to be only noted
in the full-term born individuals (+35% in full-term vs +5% in pre-
term, P=0.107) (Fig. 1H).

4. Discussion

The present study aimed to investigate the potential differential
oxidative and nitrosative stress responses to acute exercise in normoxia
and hypoxia in individuals born pre-term as compared to matched
controls born at full-term. Our data show a similar exercise-induced
increase in oxidative stress and antioxidant activity in pre-term and full-
term. In addition, and in contrast to full-term born adults, the plasma
AOPP, catalase and NOx responses to hypoxia does not increase com-
pared to normoxic conditions in adults born prematurely and suggest
higher resistance to oxidative stress in this population.

4.1. Oxidative stress responses to exercise

As already demonstrated in adults born full-term [10,11], acute
exercise resulted in increased oxidative stress markers and antioxidant
enzymes activity in the pre-term born individuals. This is most likely
due to exercise-induced ROS overproduction [10]. Independently of
birth, we found that acute exercise augmented the plasma levels of
AOPP, while no significant change was noted in MDA. The changes in
MDA levels in response to acute graded exercise remains controversial
[31]. Indeed, some studies reported increased level of plasma MDA in
similar condition [13,32-35] while others did not find any significant
changes [14,36-38]. The observed non-significant increase in MDA
(+9%, P=0.182) could be explained by the reported moderate sensi-
bility and specificity of the employed MDA assay [39]. The catalase and
SOD activity increased in response to exercise independently of birth,
confirming the previously documented exercise-related upregulation of
antioxidant enzymes activity [40]. However, in contrast to some studies
[40,41], we observed a decreased GPx activity in response to exercise
regardless of the birth status. Nevertheless, this could be explained by
the fact that reduced glutathione (GSH) is a limiting substrate for GPx
activity and that lower GSH content in erythrocytes in response to acute
exercise has been shown [42]. Since no effect of prematurity has been
observed in response to acute exercise regarding oxidative stress mar-
kers, further investigations are clearly warranted to determine whether
adults born pre-term may also have the same oxidative stress responses
than adults born full-term after prolonged, chronic or intermittent ex-
ercise training.

4.2. Oxidative stress responses to hypoxia

The additive effects of hypoxia during exercise are clearly reflected
in the increased AOPP levels observed in the full-term born individuals.

P values for the main effects of condition (normoxia or hypoxia), birth (full-term or pre-term) and exercise (pre or post), and their interactions for oxidative or

nitrosative stress plasma level.

Effect Oxidative stress markers

AQFP MDA CAT
Condition 0.003" 0.115 0.024%
Birth 0.735 0.319 0.854
Exercise < 0.001" 0.182 < 0.001"
Conditionxbirth 0.008" 0.234 0.019"
Conditionxexercise 0.919 0.318 0.679
Birthxexercise 0.832 0.140 0912
Conditionxbirthexercise 0.551 0.872 0.483

Antioxidant enzymes

NO metabolism markers

GPx SOD FRAP Nitrite NOx
0.091 0.007° 0.278 0.015% 0.023"
0.278 0.237 0.449 0.119 0.687
< 0.001" 0.018" 0.087 0.221 0.024"
0.346 0.564 0.367 0.218 0.107
0.519 0.230 0.861 0.208 0.556
0.858 0.823 0.937 0.898 0.663
0.590 0.602 0.551 0.653 0.937

AOPP, advanced oxidation protein products; CAT, catalase activity; FRAP, ferric reducing antioxidant power; GPx, glutathione peroxidase activity; NOx, total nitrite

and nitrate; SOD, superoxide dismutase activity.
? Significant effects or interactions.
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Fig. 1. AOPP (A), MDA (B), catalase activity (C), GPx

Pre-term (D), SOD activity (E), FRAP (F), nitrite (G) and NOx
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These findings also support a growing body of literature indicating that
acute hypoxic exposure augments oxidative stress [13,14,28]. Inter-
estingly, we failed to observe a concomitant significant increase in MDA
(+10%, P=0.115) although differences between lipid and protein
oxidation in response to hypoxia has been previously observed [14].
The observed higher SOD, catalase activities and NOx levels in hypoxia
also lend further support to the hypothesis that both ROS production
and antioxidant activity are increased under hypoxic conditions [11].
However, in contrast to full-term born individuals, the pre-term
born group did not display the above noted AOPP increase (see Fig. 1).
This suggests a beneficial adaptation to hypoxia at least on the redox
balance level. This is further confirmed by the lack of catalase activity
increase in response to hypoxia in adults born pre-term, even though an
increase was noted in the full-term born group. In contrast to SOD and

catalase, GPx activity was decreased regardless of the birth status. The
response of GPx to hypoxic exercise could potentially be explained by a
lower GSH content also reported in erythrocytes in response to altitude
exposure [42]. Interestingly, we found that hypoxia-related NOx levels
increase trend to occur only in full-term born individuals (+35% vs.
+7% in participants born pre-term). This observation suggests that,
like oxidative stress, the NO metabolism response to hypoxia may also
be blunted in the pre-term born adult individuals.

The observed blunted oxidative stress and NO responses to hypoxia
in the pre-term born individuals are quite surprising. Indeed, it has been
shown that, the resting levels of 8-isoprostane are higher in exhaled
breath condensate of adolescents (13-15 years) born very pre-term
compared to those born at full-term [7] suggesting that a higher oxi-
dative stress level could persist at adulthood in people born pre-term
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[8]. However, no significant differences were observed between the two
groups in baseline oxidative stress markers. Nevertheless, and although
we hypothesized that an exacerbated oxidative stress in response to
both, hypoxia and graded exercise would be noted in the pre-term born
individuals, it seems that prematurely born adults developed adaptive
mechanisms to face up to high oxygen variations early in life, known to
generate high amount of ROS, that may limit oxidative stress and NO
metabolism to hypoxia. Whether this greater resistance to oxidative
stress response to hypoxia could be beneficial or detrimental adaptive
mechanism in the pre-term born adults needs to be determined.

4.3. Exercise cardio-respiratory responses

While Bates et al. observed a reduced HVR at rest in adults born pre-
term [24], we confirmed their findings at rest [25] but not during ex-
ercise. This could mean that the stimulus of an incremental exercise on
ventilation can outmatch/override the potential effect of hypoxia in the
participants born pre-term. In any case, the blunted HVR at rest in
participants born pre-term could be linked with the lower oxidative
stress in response to hypoxia in participants born pre-term since a po-
sitive correlation between that changes in oxidative stress and HVR has
previously been reported [43,44]. However, ventilatory response to
hypoxia has also been related to the risk of altitude illness but with very
limited sensitivity and specificity [27]. Interestingly, there seems to be
no epidemiologic data on the incidence of acute mountain sickness
(AMS) in the population born pre-term. Given the established influence
and contribution of oxidative stress to AMS [45], our data provide
strong impetus for future investigations on the AMS modulation in
adults born pre-term since lower hypoxia-induced oxidative stress re-
sponse was noted in this population. We should however be cautious
regarding the direct translation of the present results to real high-alti-
tude scenarios (hypobaric hypoxia) since we previously demonstrated
that normobaric hypoxic exposure (i.e. simulated altitude) results in a
lower oxidative stress increase than exposure to hypobaric hypoxia
[28,46]. Nevertheless, since both groups were exposed to the same,
normobaric hypoxic condition the observed difference between the two
groups in oxidative stress responses provide important new insight into
the consequence of prematurity.

5. Conclusions

In conclusion, similarly to the full-term born adults, the pre-term
individuals displayed an increased oxidative stress, antioxidant activity
and NO metabolism in response to acute exercise. However, and in
contrast to the full-term born individuals, we report for the first time
that hypoxia did not increase plasma AOPP, catalase and NOx levels in
the pre-term born cohort suggesting that they developed adaptive
processes that lead to greater resistance to oxidative stress in response
to acute hypoxic exposure, Although we did not find significant dif-
ference in the exercise HRV in adults born pre-term, mechanisms re-
garding ventilatory and oxidative stress modulation in the pre-term
born individuals warrants further scrutiny to expand our under-
standing.
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Octobre 2019 : Journées de I’Ecole Doctorale Interdisciplinaire Sciences et Santé (EDISS)
2018, Lyon, France.

Octobre 2017 : Congres de 1’Association des Chercheurs en Activité Physique et Sportive
(ACAPS) 2017, Dijon, France.

Communications affichées

Octobre 2019 : Congres du Club du Globule Rouge et du Fer (CGRF) 2019, Lyon, France.

Prix du meilleur poster.
Juillet 2019 : European Congress of Sports Science 2019, Prague, République Tcheque.

Juin 2019 : Congres de la Société de Physiologie et Biologie Intégrative (SPBI) 2019,

Montpellier, France.

Novembre 2018 : Journées de la Société Francaise de Myologie (SFM) 2018, Brest, France.

Novembre 2018 : Journées de la SFR Santé Lyon Est 2018, Lyon, France. Prix du meilleur

poster.

Octobre 2018 : Journées de I’Ecole Doctorale Interdisciplinaire Sciences et Santé (EDISS)

2018, Lyon, France. Prix du meilleur poster.
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Résumé : La drépanocytose est une maladie caractérisée par la production d’une hémoglobine mutée,
I’hémoglobine S, dont la forme homozygote S/S et hétérozygote S/C, et qui se traduit par des complications
cliniques multi-organiques. Ils présentent une capacité a I’exercice réduite dont les causes sont des altérations
cardio-vasculaires cependant I’implication du muscle squelettique n’est pas encore totalement caractérisée.
En effet, le muscle drépanocytaire présente une amyotrophie, un remodelage profond de la microcirculation
et une diminution de sa capacité a produire de la force cependant la présence d’une dysfonction musculaire
a I’exercice n’a pas encore €té décrite. De plus, plusieurs études suggerent que le stress oxydatif serait élevé
dans le muscle drépanocytaire expliquant ainsi en partie les altérations observées. L’exercice chronique
aérobie est connu pour améliorer la capacité antioxydante musculaire cependant, les effets de ce type
d’exercice sur le stress oxydatif n’ont pas encore été caractérisés dans la drépanocytose. Ainsi, les objectifs
de cette these sont de 1) mettre en évidence une dysfonction musculaire chez des patients drépanocytaires
S/S et S/C et de 2) déterminer les modifications induites par un exercice chronique aérobie sur le stress
oxydatif au sein du muscle squelettique dans un modele murin drépanocytaire. Une premiere étude clinique
a montré que les patients drépanocytaires S/S et S/C présentent une dysfonction musculaire marquée,
caractérisée par une fatigabilité accrue du quadriceps. Cette dysfonction semble résulter d’altérations
intramusculaires spécifiques a la pathologie plutdt que de la sévérité clinique des patients. En parallele, une
seconde étude menée dans un modele murin sévere de la pathologie, le modele Townes, a mis en évidence
que I’exercice chronique modérée aérobie entrainait une réponse altérée de la balance pro/antioxydante dans
le muscle squelettique des souris S/S. En conclusion, les résultats de ce travail de thése renforcent 1’idée que
le muscle squelettique constitue une cible thérapeutique d’intérét dans la rééducation a I’exercice des patients
drépanocytaires.

Mots-clés : Fatigue musculaire ; drépanocytose ; stress oxydatif : entrainement aérobie

Impact of exercise on the skeletal muscle in sickle cell disease: characterization of muscle fatigability
and of the effects of aerobic exercise on pro/antioxidant balance.

Abstract: Sickle cell disease (SCD) is a group of hemoglobin disorders sharing a nucleotide mutation in the
B-globin gene, such as homozygous sickle cell anaemia (SS) and sickle cell-hemoglobin C disease (SC), with
various clinical severities. SCD patients are characterized by a limited exercise capacity caused by cardio-
vascular abnormalities but skeletal muscle implication remains unclear. Recently, few studies characterized
skeletal muscle in SS patients and showed an amyotrophy, a profound microvasculature remodeling and a
decreased maximal strength however an exercise-induced skeletal muscle dysfunction are yet to described in
SCD patients. It was also hypothesized that oxidative stress may be increased and participate in the skeletal
muscle abnormalities observed in SCD patients. Chronic aerobic exercise is known to increase the antioxidant
capacity in the skeletal muscle, but the effects of this type exercise have not been described in the skeletal
muscle of SCD patients. Hence, the aim of this thesis work is 1) to characterize skeletal muscle function
during exercise in S/S et S/C patients and 2) to study the effects of chronic exercise on pro/antioxidant balance
in the skeletal muscle of transgenic sickle cell mice. In a first study it was shown that S/S and S/C patients
exhibit a profound skeletal muscle dysfunction characterized by an increased fatigability of the quadriceps.
Also, the skeletal muscle dysfunction seems to be explained by intramuscular alterations specific to sickle
cell disease rather than the clinical severity. In a second study, Townes sickle cell mice performed 8 weeks
of moderate aerobic exercise and we observed an altered response of pro/antioxidant balance in the skeletal
muscle of S/S mice. To conclude, the results of this work strengthen the idea that skeletal muscle is key
therapeutic target in the exercise rehabilitation of sickle cell disease patients.

Keywords: Skeletal muscle fatigue; sickle cell disorders; oxidative stress; aerobic training
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