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du CHU de Nimes. J'ai éprouvé un grand plaisir & travailler & vos cotés et a découvrir le

monde scientifique et clinique de la médecine vasculaire.

Ce tfravail n'aurait pu étre ce qu'il est sans la qualité de I'encadrement que j'ai eu la
chance d’avoir durant ces 3 années de these, mais également durant mon master sous

la méme direction.

A mes directeurs de thése, le Pr Maurice Hayot et le Dr Fares Gouzi, merci de m'avoir
appris & voler de mes propres ailes, a réfléchir par moi-méme mais également d’avoir
été |d chaque fois que je perdais la foi en mon fravail. Vous avez développé mon estime
dans mon travail en m’'accordant votre confiance des que je m’en remettais a votre
jugement. Si des accrochages entre doctorants et encadrants peuvent se produire

parfois, je suis heureux de pouvoir dire que cela n'a jamais été le cas pour moi, seul du



positif restera des interactions que nous avons entretenues durant ces 5 dernieres
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A Maurice, j'ai fres t6f pu admirer vos immenses qualités humaines et votre
bienveillance d mon égard. Je me suis senti @ ma place dans ce groupe BPCO des les
premiers instants et le fait de savoir que vous étiez Id, au besoin, m’'a permis de cultiver
mon autonomie sur un terrain dénué d’angoisse. Bien que le quotidien n’ait pas permis
gue nous ayons des échanges tres réguliers, vous avez toujours su vous rendre disponible
a tous les moments clefs de ma these: devant des résultats difficiles, mes
questionnements sur I’avenir, mais également des qu'il a fallu féter une bonne nouvelle |
Je tiens a vous exprimer mon immense gratitude pour cette thése a vos cotés, qui

restera comme une expérience de vie inoubliable pour moi.

A Fares, difficile de faire le bilan tant nous avons pu passer d’heures a se creuser la téte
sur des sujets divers, a batailler pour rendre faisables des études aux organisations
démoniaques, ou 4 réécrire une énieme fois un papier jusqu’'d trouver LA facon
d’amener I'argumentaire ; la substantifique moelle comme tu aimes le dire. Toujours a
I'écoute de mes idées tu n'as pas été complaisant pour autant et tu m'as obligé &
donner le meilleur de moi-méme. Tu as été, depuis le début de mon expérience dans
la recherche, mon exemple a suivre, de la maniére d'écrire un projet & I'énergie que tu
m’'as appris & mettre dans tous les aspects de la recherche. Nous avons été surla méme
longueur d'onde depuis le départ et je suis extrémement honoré d'avoir pu prendre
part & ce nouvel axe de recherche que tu développes. Je te suis extrémement
reconnaissant de m'avoir foujours mis en avant mais egalement pour tous les bons
souvenirs que j'ai pu construire gréce a toi: en congres d Madrid, a Paris, aux beaux-
arts avec une biere, etc. Je vais maintenant pouvoir aller mettre en pratique ailleurs fout
ce que j'ai appris a tes cdtés, mais j'espere que I'on pourra toujours trouver des moyens

de travailler ensemble dans le futur.
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grande déception de ne pas pouvoir continuer a travailler a tes cétés durant ma théese,
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I'entraide m’a sorti d'un grand nombre de situations délicates et je voudrais vous
remercier chaleureusement pour ca. Merci également de m’avoir amené tant de fois

manger au CNRS, et de m’avoir supporté tous ces midis.

Au Dr Cécile Notarnicola, merci pour ces précieux conseils sur le design de primers, la

gPCR et son interprétation qui m'ont grandement aidé lors de mon fravail.

Au Dr Bernard Jover, merci de nous avoir aidé sur les manips d'angiogenéses sur

anneaux aorfiques.

Au Dr Olivier Cazorla, merci de m'avoir incité a foujours questionner mes idées et mes

résultats et de m'avoir apporté ton aide quand j'en avais besoin.

A Azzouz Charrabi, merci pour ta bonne humeur indéfectible, les discussions et les
découvertes de musiques en salle de culture. Merci aussi pour ta gentillesse et ton aide

précieuse avec les cellules, que tu m’as apportée sans hésitation.

A Annick Bourret, Céline Neusius et Fabienne Dagnac-lagrange, merci pour votre

implication et votre aide au quotidien.

Je voudrais également remercier les Doctorants et Post-docs avec quij'ai eu la chance
de partager mon quotidien au sein de I'unité. La these est une aventure qui ne laisse

pas toujours le temps de connaitre aussi bien que nous le souhaiterions les personnes



qui partagent cette aventure avec nous, tous tres pris dans nofre quotidien. Malgré ca,
je suis frés heureux d'avoir partagé des moments avec vous tous, entassés a 9 dans un

bureau ou durant les longues heures passées en culture.

A Pierre-Edouard, des soirées chez toi aux casse-tétes méthodologiques, c'est toujours
un tres grand plaisir de discuter avec toi. Je regrette que le quotidien chargé de la these

nous ait empéché d'aller skier ou autre, j'espéere que ce n'est que partie remise.

A Momo, ta fausse mauvaise humeur communicative est un réel réconfort quand on
vient de se faire jeter un papier ou que des manips ne marchent pas, merci, ne change

rien |
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toi !
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La Broncho-Pneumopathie Chronique Obstructive

Chapitre 1. La Broncho-Pneumopathie

Chronique Obstructive

1.1 Définition & prévalence

La Broncho-Pneumopathie Chronique Obstructive (BPCO) touche prés de 328 millions de
personnes a travers le monde (Quaderi & Hurst, 2018). Cette maladie chronique, d’apparition
progressive, est un tueur silencieux dont la prévalence ne cesse de croitre. Responsable de plus
de 3 millions de décés dans le monde en 2016 (Mathers C. et al., 2018), cette maladie se classe
des aujourd’hui au troisieme rang des causes de mortalité, devancant de plus de 10 ans les
derniéres prédictions de I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS)(Mathers & Loncar, 2006).
Dans les 28 états membres de I'Union Européenne, sur les 260 millions d’adultes agés de plus
de 40 ans, 23 millions de patients BPCO ont été recensés, menant a un total de 1.1 million
d’hospitalisations par an et 150 000 déces (Gibson et al., 2013). Cependant, la prévalence de la
BPCO est hétérogene en fonction des régions du monde, allant de 1 a 30% en fonction de la
région considérée (Figure 1) (Blanco et al., 2019). Cette prévalence doit également étre mise au
regard des discordances de diagnostic et de la proportion considérable de patients sous- et sur-

diagnostiqués, un point qui sera développé dans une partie ultérieure (1.4.2, page 17).
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Figure 1. Prévalence de la BPCO autour du Monde (D'apreés Blanco et al. 2019)
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La Broncho-Pneumopathie Chronique Obstructive

L’étiologie complexe ainsi que la variabilité des phénotypes au sein de la population BPCO
rend difficile sa définition qui a di évoluer. Pour permettre cette évolution, une initiative
d’experts GOLD (Global Initiative for Chronic Lung Disease) a proposé une mise a jour de la
définition de la BPCO, en adéquation avec les derniéres avancées scientifiques dans
ce domaine. Lors de leur dernier rapport, en 2019, la définition proposée était la suivante

(Singh et al., 2019) :

« La broncho-pneumopathie obstructive est une maladie fréquente, évitable et traitable
caractérisée par des symptémes respiratoires et une limitation des flux d’air dus a des
anomalies des voies respiratoires et/ou des alvéoles, majoritairement causées par une

exposition significative a des particules ou gaz toxiques »

La complexité de la définition de la BPCO réside dans le fait que, malgré une trame commune,
la BPCO se manifeste sous de nombreuses formes en fonction des histoires naturelles et du

profil des patients.

1.2 Pathogenése & physiopathologie

Le développement de la BPCO repose sur une triade de mécanismes que sont une
inflammation pulmonaire persistante, un déséquilibre de la balance protéase/anti-protéase
ainsi qu’une élévation du stress oxydant (Fischer et al., 2011). Une vision schématique de la

pathogenese de la BPCO est présentée dans la Figure 2.

L’exposition a la fumée de cigarette ou autres agents nocifs engendre des dommages au
niveau des cellules épithéliales bronchiques ainsi qu’une activation des macrophages. En
retour, une surproduction des facteurs de chimio-attraction neutrophilaires, tels que
I'interleukine 8 ainsi qu’un recrutement des neutrophiles s’effectuent (Barnes, 2000). Ce
recrutement de cellules inflammatoires au niveau des voies aériennes va engendrer une
surproduction de protéases par les macrophages et les neutrophiles. Parmi ces protéases, les
plus citées sont I'élastase neutrophilaire, les métalloprotéases de la matrice 1, 2, 9 et 12 ainsi
qgue la protéinase 3 et la cathepsine. D’autre part, I'exposition a des particules toxiques
engendre une élévation des radicaux libres de I'oxygene menant a un phénomene de stress

oxydant pulmonaire.

10



La Broncho-Pneumopathie Chronique Obstructive

Figure 2. Mécanismes a l'origine de la pathogeneése de la BPCO
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Ce stress oxydant meéne a l'oxydation d’anti-protéases telles que |'al-antitrypsine ou
I'inhibiteur sécrétoire de la protéase leucocytaire, engendrant leur inactivation (Rahman,
2005). Cette inactivation des anti-protéases couplée a I'augmentation de la sécrétion de
protéases va induire un déséquilibre de la balance protéase/antiprotéase. Ce déséquilibre est
impliqué dans la destruction des tissus conjonctifs du parenchyme pulmonaire, a I'origine
de 'emphyséme. Le recrutement des lymphocytes CD8+ cytotoxiques est également un
important médiateur de I'effet délétére de particules toxiques inhalées sur le parenchyme
pulmonaire (Maeno et al., 2007). Le déséquilibre dans la balance protéase/antiprotéase,

notamment I'augmentation d’élastases neutrophilaires, induit une métaplasie des cellules
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caliciformes pulmonaires menant a une hypersécrétion de mucus par ces derniéres (MacNee
& Rahman, 2001). Ce remodelage commence au niveau des petites voies aériennes mais
s’étend par la suite. En induisant une activation des récepteurs au facteur de croissance
épidermique, le stress oxydant induit une surexpression de la mucine a l'origine d’une

production exacerbée de mucus (Takeyama et al., 2000).

En résumé, deux principaux phénoménes physiopathologiques sont impliqués dans la
pathogeneése de la BPCO : une hypersécrétion de mucus et une destruction du parenchyme
pulmonaire menant a I'emphyséme. L’hypersécrétion de mucus est associée a une
obstruction menant a une rétention de I'air qui reste piégié a I'intérieur des poumons (Singh
et al., 2019). 'emphyséme quant a lui va réduire la résistance des parois des voies aériennes.
Lors de I'expiration rapide, dans la situation pathologique d’une perte des attaches des parois
des voies aériennes, 'augmentation de la vitesse de I'air dans les voies aériennes va induire
une zone de sous-pression (principe de Bernoulli) menant a la fermeture des voies aériennes
(Larsson, 2007). L’air présent dans la section distale de cette fermeture va ainsi étre piégé. Ces
phénomeénes sont a 'origine d’une limitation des flux expiratoires chez les patients BPCO
appelée hyperinflation statique. De plus, lors d’un exercice physique, la réduction du temps
expiratoire va induire une augmentation progressive de la quantité d’air piégée, appelée
hyperinflation dynamique qui limite la capacité d’exercice des patients BPCO (O’Donnell et al.,

2001).

D’autre part, les protéases vont engendrer une destruction des fines parois alvéolaires,
menant a une fusion des alvéoles et a une réduction de la surface d’échange alvéolo-
capillaire. Ce phénomeéne couplé a I'augmentation de la compliance des voies aériennes va
induire une hypoxémie, c’est-a-dire une baisse de la pression partielle en oxygene dans le
sang. Pour limiter ce phénoméne, un mécanisme de vasoconstriction hypoxique se met en
place pour rediriger le sang vers les zones pulmonaires présentant des échanges gazeux
préservés. En cas d’atteinte alvéolaire importante, cette vasoconstriction va concerner un
grand nombre d’artérioles pulmonaires. Couplée a une destruction emphysémateuse du lit
capillaire pulmonaire, la vasoconstriction engendre une augmentation de la pression artérielle
pulmonaire. En cas d’hypertension artérielle pulmonaire importante et chronique, la
surcharge cardiaque droite peut mener a une dilatation cardiaque droite appelée coeur

pulmonaire chronique. Ce syndréme peut engendrer une insuffisance cardiaque droite.
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Ici, nous avons présenté des mécanismes globaux d’altération pathologique menant au
développement de la BPCO. Cependant, la BPCO est caractérisée par l'apparition de
répercussions visibles de la maladie (phénotype) ou de mécanismes fonctionnels ou
biologiques (endotype) parfois trés différents d’un individu a I’autre. Historiquement, deux
phénotypes de patients BPCO étaient décrits en fonction du phénotype clinique des patients :
les patients pink-puffer, cachectiques, dyspnéiques et distendus et les patients blue-boater,
présentant une hypoxémie, de fréguentes exacerbations et un encombrement bronchique.
Cependant, au-dela de cette classification binaire, un spectre plus complexe de classification
des patients a émergé avec entre autres la mise en évidence de patients présentant des
syndromes combinés d’asthme et de BPCO (Manian, 2019). De plus, I'étiologie de la maladie
peut étre associée a des endotypes de patients parfois différents, comme dans le cas d’un
emphyséme causé par une déficience en al-antitrypsine (Stoller & Aboussouan, 2005) ou
d’une inflammation apparaissant étre d’origine éosinophilique (Bafadhel et al., 2017). Ces
manifestations différentielles sont associées a des trajectoires de la maladie différentes,
rendant nécessaire une individualisation du parcours de soin chez les patients BPCO. |l est
également nécessaire de comprendre en détail I’histoire naturelle de la BPCO pour chaque

patient, en prenant en compte I'étiologie et les facteurs de risque de chacun.

1.3 Etiologie & facteurs de risque

La BPCO est une pathologie chronique plurifactorielle et aux étiologies multiples.

Le tabagisme est inculpé dans une majorité des cas de BPCO (Singh et al., 2019) et en
représente la premiére cause évitable (Bals et al., 2019). Dans la population de fumeurs ou
ex-fumeurs, le risque de développer une BPCO approche les 50% (Marsh et al., 2006).
Cependant, la plupart des études sont de nature épidémiologique et la part causale du

tabagisme est difficilement appréciable (Singh et al., 2019).

Si le lien entre tabagisme et BPCO est clair et universellement admis, les récentes
considérations autour de I'implication de la cigarette électronique sont encore débattues et
font I'objet d’'un nombre croissant de publications scientifiques (Zyoud et al.,, 2014).

L'inhalation chronique de particules toxiques fait partie des facteurs de risque de la BPCO et
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un certain nombre de particules nocives ont été mises en évidence dans les aérosols de
cigarette électronique (Bals et al., 2019). Plus particulierement, I'inhalation de nicotine induit
des dommages au niveau de I'épithélium bronchique et pourrait étre une cause de BPCO
(Segura-Valdez et al., 2000). La position de la Société Européenne de Pneumologie sur le sujet
s’aligne sur le principe de précaution et considére que malgré un manque de preuve sur les
effets délétéres a long-terme, la cigarette électronique représente une menace a ne pas
négliger (Bals et al., 2019), au vu notamment de la consommation exponentielle observée

chez les jeunes (Nasr & Sweet, 2015).

Parmi les autres causes environnementales de la BPCO, la combustion de la biomasse en
intérieur, majoritairement lors de la cuisson des aliments, est incriminable dans de
nombreux cas. Certains auteurs chiffrent a 20% le nombre de cas de BPCO associés a cette
pollution intérieure a travers le monde (Marsh et al., 2006), notamment dans les pays en voie
de développement. La pollution extérieure fait quant a elle I'objet de plus de controverses
guant a son réle dans I'étiologie de la BPCO : une exposition aiglie a cette pollution induit des
symptomes respiratoires ainsi que des exacerbations chez les patients BPCO (Schikowski et
al., 2014). L'accumulation d’expositions aiglies et des dommages associés supportent l'idée
d’une association entre pollution extérieure et développement de la BPCO, mais cette
causalité nécessite d’étre expérimentalement démontrée (Schikowski et al., 2014). Enfin,
I’exposition domestique ou professionnelle a des produits chimiques tels que les produits de

nettoyage a été incriminée dans le déclin de la fonction pulmonaire (Svanes et al., 2018).

Bien que les facteurs environnementaux jouent un réle déterminant dans une grande partie
des cas, des modifications génétiques peuvent également étre associées au développement
de la BPCO. Les modifications les plus connues sont les mutations génétiques menant a la
déficience en a-1 antitrypsine (Stoller & Aboussouan, 2005). Cette mutation résulte en un
déséquilibre de la balance protéase/anti-protéase en faveur de I'élastase neutrophilique,
responsable du développement de I'emphyséme pulmonaire chez 1.9% des patients BPCO
(Stoller & Aboussouan, 2005). Hormis ces mutations spécifiques et connues depuis
maintenant de nombreuses années, la recherche de genes spécifiques a la BPCO rencontre de
grandes difficultés. Les récentes avancées dans ce domaine semblent provenir d’études a
grande échelle se focalisant sur la recherche de combinaisons de polymorphismes

nucléotidiques impliqués dans la BPCO. De cette fagon, une étude a démontré I’association
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entre un score de risque génétique basé sur 95 variants génétiques et la susceptibilité pour la
BPCO, et ce chez preés de 10 000 patients BPCO et plus de 120 000 sujets sains controéles (Wain
et al., 2017). L’association entre ce méme score de risque génétique et le risque de BPCO a
été confirmé par une autre étude qui associait ce score a la structure pulmonaire (Oelsner et
al., 2019). Ainsi, les modifications structurales pulmonaires pourraient étre le médiateur de

I’association entre variations génétiques et susceptibilité pour la BPCO.

Parmi les autres facteurs de risques, on retrouve I’avancée en age, le sexe ou encore un
diagnostic d’asthme. L'avancée en age induit a la fois une augmentation du temps
d’exposition a des particules nocives et un vieillissement inévitable des tissus (Mercado et al.,
2015). Cependant, discriminer la part relative de chacun de ces deux éléments apparait
difficile. Le genre semble également avoir un impact sur le risque d’apparition d’'une BPCO, les
femmes étant plus susceptibles de développer une forme sévere précoce (Silverman et al.,
2000). Le phénotype BPCO chez la femme apparait également particulier avec, entre autres,
une plus grande tendance a la toux et a la dyspnée (Gut-Gobert et al., 2019). L’augmentation
du tabagisme chez la femme a d’autre part suscité une augmentation de la prévalence de
BPCO chez les femmes, prévalence qui a rejoint celle des hommes en 2008 (Gut-Gobert et al.,
2019). Le fait de présenter un diagnostic d’asthme représente un facteur important, avec un
risque relatif 12.5 fois plus important de développer une BPCO et 17 fois plus important de
développer un emphyseme. Enfin, des éléments tels que des infections respiratoires durant
I’enfance, la malnutrition ou un poids de naissance trop faible ont également été associés a

un risque accru de développer une BPCO (R. De Marco et al., 2011).

1.4 Diagnostic

1.4.1 Critéres diagnostiques

D’apres les derniéres recommandations, devrait étre considéré pour un diagnostic de BPCO
tout patient présentant des signes de dyspnée persistante aggravée par I'exercice, de toux
chronique associée a un historique d’exposition aux facteurs de risques cités au point
précédent et/ou qui présente des susceptibilités de la maladie. Une fois le patient considéré

pour un diagnostic de BPCO, ce diagnostic doit étre confirmé cliniquement a I'aide de
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I’évaluation spirométrique du VEMS (volume expiratoire maximal a la premiere seconde) et
de la CVF (capacité vitale forcée). La mise en évidence d’une limitation persistante des débits
ventilatoires est caractérisée par un rapport de Tiffeneau (VEMS/CVF) post-bronchodilatation
inférieur a 0.70. La présence de cette limitation chez un patient présentant des symptémes
et/ou un historique d’exposition aux facteurs de risque confirme le diagnostic primaire de

BPCO (Figure 3A).

Cependant, le diagnostic primaire de BPCO ne permet pas d’établir la sévérité de I’atteinte
ou de prédire I’évolution de la maladie. Pour cela, le comité GOLD a pu, dans un premier
temps, définir une classification de la sévérité de la maladie en fonction du pourcentage de
VEMS théorique du patient, définissant un classement de la sévérité de I'atteinte pulmonaire
de « légere » a « trés sévere » (Figure 3B). Depuis 2011, le comité GOLD préconise également
le recours a une seconde classification dite « ABCD » (Figure 3C) prenant en compte
I’historique des exacerbations ainsi que les symptémes rapportés par le patient, au travers
des questionnaires CAT™ (COPD Assessment Test) et du score de dyspnée modifié du Medical
Research Council (mMRC)(Fletcher et al., 1959). Cette classification permet entre autres

d’individualiser les décisions sur le traitement pharmacologique a adopter (Singh et al., 2019).

A. Confirmation B. Evaluation dela sévérité de C. Evaluation des symptomes et des risques
diagnostique I'obstruction bronchique d’exacerbation

Exacerbations

STADE VFM:S >2o0u
(% théorique) . R
> 1 conduisant a C D
GOLD 1 >80 une
hospitalisation
Post-bronchodilatation
VEMS/ CVF< 0.7 GOLb 2 5079
Oou1l
GOLD 3 30-49 (ne conduisant
pas a une A B
GOLD 4 <30 hospitalisation)

mMRC 0-1 mMRC > 2
CAT<10 CAT 210

Symptdmes

Figure 3. Etapes de classification d'un patient BPCO (adaptées du rapport GOLD 2019)
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1.4.2 Sous- et sur-diagnostic de la BPCO

La BPCO, bien qu’extrémement répandue reste, de par sa nature progressive et
multifacette, une maladie méconnue du grand public et trés largement sous-diagnostiquée.
En effet, une vaste étude nous montre que les proportions de sous-diagnostics de BPCO
s’étendent de 50.0% dans le Kentucky aux USA a 98.3% a lle-Ife au Nigeria (Lamprecht et al.,
2015). De maniere globale, le sous-diagnostic de BPCO au niveau mondial est universellement
élevé, avec une moyenne au-dela de 80% dans I'étude de Lamprecht et al.(Lamprecht et al.,
2015)(Figure 4). Dans une récente revue de la littérature, il a été établi que cette moyenne
oscille entre 52.6 et 86.2 en fonction des pays d’investigation (Diab et al., 2018). Ce sous-
diagnostic engendre des conséquences néfastes tant au niveau individuel, de par un défaut
de prise en charge, que global, du fait d’une évaluation difficile de la prévalence de la BPCO

dans les populations.
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Figure 4. Prévalence et sous-diagnostic de la BPCO a travers le monde (d'aprés Lamprecht et
al. 2015)

Le sous-diagnostic apparait indépendamment de la prévalence de la BPCO mais semble étre
plus élevé pour les sujets de sexe masculin présentant un faible degré d’instruction et une

obstruction bronchique légere (Lamprecht et al., 2015). Le fait de n’avoir jamais fumé ou, au
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contraire, de présenter un tabagisme toujours actif, sont également de nature a réduire la
probabilité de diagnostic. Enfin, le jeune age du patient peut également étre un facteur de
sous-diagnostic. Ce dernier élément s’explique entre autres par le fait que le diagnostic basé
sur le seuil fixe d’'un rapport de Tiffeneau inférieur a 0.7 induit un sous-diagnostic chez environ

50% des sujets de moins de 45 ans (Hansen et al., 2007).

De la méme fagon, l'utilisation de ce critére peut mener a un sur-diagnostic chez 20% des
personnes agées (Hansen et al., 2007). Ce sur-diagnostic n’est par ailleurs pas anodin : il induit
une élévation jusqu’a 89% du recours aux soins hospitaliers chez les patients concernés,
notamment a cause de l'absence de prise en charge de la cause réelle de I'affection
respiratoire (Gershon et al., 2018) et un gaspillage des traitements, pouvant atteindre 55%
(Spyratos et al., 2016). Ce sur-diagnostic est également favorisé par une absence d’utilisation,
ou une mauvaise utilisation, de la spirométrie et/ou par la confusion avec d’autres atteintes
telles que I'asthme ou l'insuffisance cardiaque congestive (Diab et al., 2018). Dans la cohorte
de Spyratos et al. (Spyratos et al., 2016), la proportion de patients sur-diagnostiqués atteignait
65%.

Ces éléments nous confortent dans l'idée que le choix du seuil pour établir ou non un
diagnostic de BPCO sur la base d’'une spirométrie est déterminant. Pour tenter de limiter les
sous- et sur-diagnostics de BPCO dis a I"utilisation du seuil fixe VEMS/CVF < 0.7, une approche
définissant un nouveau seuil, nommé « lower limit of normal » (LNN) a été proposée et
exploitée de la maniére suivante : LLN = VEMS/CVF en dessous du cinquiéme percentile de la
valeur prédite (Miller & Pincock, 1989). Cette approche permet une réduction des mauvaises
classifications et a été adoptée comme critere diagnostique par la coalition des sociétés de
pneumologies américaines et européennes (ATS/ERS) depuis plus de 15 ans (Celli et al., 2004
Pellegrino et al., 2005). A l'inverse, le comité GOLD préconise toujours dans son dernier
rapport, a 'image des rapports précédents, une utilisation du seuil fixe : VEMS/CVF post-
bronchodilatation inférieur a 0.7. Cependant, il accepte le critere LNN en cas d’association
avec un emphyséme visible a I'examen radiologique (Vogelmeier et al., 2017). Une récente et
importante étude montre par ailleurs que la prédiction des hospitalisations et de la mortalité
relative a la BPCO est a minima aussi bien prédite par le seuil VEMS/CVF<0.7 que par le seuil
LLN (Bhatt et al., 2019). La question du choix du seuil pour établir un diagnostic de BPCO est

ainsi un point de discordance au sein de la communauté scientifique non résolu a ce jour.
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1.5 Codt économique de la BPCO

Nous avons développé précédemment la forte prévalence ainsi que la mortalité relative a la BPCO.
Cependant, I'impact sociétal de cette maladie est également extrémement important en ce qui
concerne les colts de santé. En Europe, I'analyse d’une cohorte allemande de plus de 2000
patients BPCO a permis d’estimer, en fonction de la sévérité, des colts annuels de santé directs
de 2595 a 8924€ par patient et des co(ts indirects de 8621 a 27658€ par patient (Wacker et al.,
2016). Les colts directs correspondent aux couts de santé engendrés par la maladie (traitements
...) alors que ceux indirects comprennent les répercussions de la maladie sur d’autres aspects
(arrét de travail ...). Le livre blanc de la société européenne de pneumologie (European Lung White
book) avait quant a lui chiffré a 23.1 millions les co(ts annuels directs et 25.1 millions les co(ts

annuels indirects de la BPCO en Europe (Gibson et al., 2013).

Au-dela de I'Europe, les colts directs ont été chiffrés par patient par an a $3077 en Corée du
Sud, $1544 en Iran et $2335 a Singapour (ur Rehman et al., 2019). Aux Etats-Unis, ce co(t a
été estimé a $10 367 (ur Rehman et al., 2019) et présente une inflation de 9% par an ces
derniere années (Jinjuvadia et al., 2017). La prévention et une meilleure prise en charge de la
BPCO sont ainsi des défis mondiaux de taille dans la réduction des colts de santé, qui
permettra une réorientation des ressources vers les maladies non évitables. Le co(t
économique de la BPCO est également fortement exacerbé par I'association entre la BPCO et

ces nombreuses comorbidités systémiques.

1.6 Répercussions systémiques

1.6.1 Comorbidités et phénotypes cliniques dans la BPCO

Bien qu’a point de départ pulmonaire, la BPCO est une maladie systémique quasi-
systématiquement associée a des comorbidités extra-pulmonaires. Ainsi, Vanfleteren et al.
ont montré que 97.7% des patients BPCO présentaient au moins une comorbidité (Vanfleteren
et al., 2013b). Dans le méme rapport, il apparait que plus de la moitié des patients BPCO

présentent 4 comorbidités ou plus. Sila présence de comorbidités relie tous les patients BPCO,
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'unicité de ces patients réside dans le grand nombre possible de combinaisons de
comorbidités. La mise en évidence de groupes de patients distincts présentant en leur sein
une homogénéité d’expression des comorbidités permet de mieux définir les phénotypes
cliniques de patients BPCO. Dans cet exercice, Vanfleteren et al. ont réussi a mettre en
évidence cing groupes distincts (Vanfleteren et al., 2013b). Parmi ces groupes, il est possible
d’identifier un groupe de patient BPCO moins comorbide présentant en moyenne 2.5
comorbidités. Les autres groupes présentent quant a eux un nombre plus homogéne de
comorbidités, de 3.8 a 4.4, mais different dans la nature de ces comorbidités. La nature des
comorbidités majoritairement exprimées a permis de définir un nom pour chacun de ces
guatre groupes restants: un groupe de patients psychologiques, un métabolique, un
cachectique et enfin un cardiovasculaire. Ces comorbidités cardiovasculaires occupent une

place importante dans la morbi-mortalité des patients BPCO.

Figure 5. Carte de représentation de
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1.6.2 Le cas des comorbidités cardiovasculaires

L’appareil cardiovasculaire est constitué du coeur et du systéme vasculaire. Ce dernier peut
étre subdivisé en un systéme vasculaire pulmonaire et un systéme systémique. Dans la
circulation pulmonaire, les arteres transportent le sang désoxygéné vers les poumons et les
veines le sang oxygéné vers le cceur. Dans la circulation systémique, I'inverse se produit, les

artéres transportant le sang oxygéné vers les organes et les veines ramenant le sang
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désoxygéné vers le coeur. Durant ce travail, nous nous focaliserons sur le systéme vasculaire

systémique qui est au cceur de la genése des atteintes cardiovasculaires.

Les comorbidités cardiovasculaires dans la BPCO présentent un double méfait, celui d’étre
parmi les plus fréquentes ainsi que celui d’étre les plus graves. Ces comorbidités ont un
impact important sur la trajectoire de la maladie, en étant a I'origine d’une part majeure des
ressources utilisées pour la prise en charge thérapeutique mais également source de
morbidité et de mortalité. En effet, pres d’un tiers des décés au sein d’un groupe de patients
BPCO peut étre attribué a une cause cardiovasculaire (McGarvey et al.,, 2007). Comme
présenté dans la Figure 6, les patients BPCO présentent a la fois un risque plus élevé de
survenue d’évenements cardiovasculaires et une augmentation de la prévalence des facteurs

de risques cardiovasculaires (Chen et al., 2015).

Catégories de maladies cardiovasculaires

Maladies cardiovasculaires non-spécifiées 2:46 ——
Maladie cardiaques ischiémiques 2:28 ——

Coronaropathie 186 ——

Infarctus du myocarde 271 E —

Angine de poitrine 816 -
Dysrythmie cardiaque 1-94 E ——
Maladie cerebro-vasculaire 132 E—o—
Insuffisance cardiaque 257 —
Maladies de la circulation pulmonaires 514 E e
Maladies artérielles 235 | —e——

.
Facteurs de risques cardiovasculaires H
Diabétes 136 E *
Hypertension 133 e
Dyslipidémie 1-03 4—
Obesité 140 —e—
Passif tabagique 4.25 | PR
r i T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T l
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

Récapitulatif des odds ratios pondérés estimés

Figure 6. Risques de maladies cardiovasculaires et prévalence des facteurs de risques
cardiovasculaires dans la BPCO (D’apres Chen et al. 2015)

Les patients BPCO présentent de 1.32 a 8.16 fois plus de risques de développer une
comorbidité cardiovasculaire en fonction de la maladie considérée. Alors que le tabagisme
apparait comme un facteur de risque commun de la BPCO et des atteintes cardiovasculaires
primaires (Chen et al., 2015), la BPCO apparait également comme un fort prédicteur du
risque cardiovasculaire, indépendamment des facteurs de risques communs, du mode de vie

des patients ou de leurs caractéristiques socio-démographiques (Finkelstein et al., 2009). Bien
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gue les mécanismes physiopathologiques sous-tendant le lien entre BPCO et comorbidités
cardiovasculaires doivent étre clarifiés, les comorbidités cardiovasculaires dans la BPCO soient
bien spécifiques de la maladie et particuliéres. Ainsi, ces derniéres ne peuvent pas étre traitées
de la méme facon que des affections cardiovasculaires primitives ou découlant d’autres
pathologies chroniques (diabéte ...), leur étiologie et leur évolution au cours du temps étant
différentes. L'enjeux le plus crucial ici est donc de pouvoir répondre répondre a la question
suivante : quels facteurs de la maladie pourraient étre a I'origine de ces complications

cardiovasculaires ?

Une altération de la fonction endothéliale joue un rodle clef dans ['étiologie de
I'athérosclérose, I’hypertension et in fine du développement de maladies cardiovasculaires
(Yeboah et al., 2007). D’autre part, la faculté que possede la cellule endothéliale a former des
néo-vaisseaux sanguins, appelée angiogenése, est également déterminante dans la protection
contre les affections cardiovasculaires, en limitant entre autres I'élévation de la tension
artérielle (Neeltje Steeghs et al., 2008). Ainsi les différents facteurs systémiques de la BPCO
(inflammation, stress oxydant...) pourraient induire une élévation du risque cardiovasculaire

en perturbant les fonctions vasculaires a plusieurs niveaux : capillaire et artériel.

De plus, ces atteintes vasculaires pourraient étre impliquées dans une autre importante

répercussion systémique de la BPCO, I'intolérance a I'effort.

1.6.3 BPCO et intolérance a I'effort

BPCO et intolérance a I'effort sont des éléments intimement liés (Spruit et al., 2013). Cette
intolérance a l'effort ne s’explique pas par un simple déconditionnement physique des
patients BPCO mais apparait comme une conséquence des répercussions systémiques de la
maladie (Broxterman et al., 2020). Cette intolérance a l'effort va étre, a I'image des
comorbidités cardiovasculaires, a 'origine d’une réduction de la qualité de vie des patients
mais apparait également comme un facteur pronostic de la maladie (Casanova et al., 2008).
La capacité de consommation de I'oxygéne au niveau musculaire (V'O3) est un déterminant
majeur de la tolérance a I'effort et apparait réduite chez les patients BPCO. En effet, la valeur

maximale de V'O, chez les patients a été trouvée réduite par plusieurs études, avec des
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réduction d’environ 30% (Broxterman et al., 2020; Gouzi et al., 2013). De la méme facon,
I'apparition du seuil lactique est apparu plus précoce chez des sujets BPCO (38% de VOzpic
contre 54% chez les sujets sains contrbles) (Saey et al.,, 2005b)(Maltais et al., 1996),

témoignant d’altération des capacités oxidatives musculaires.

Une récente étude a souligné le role clef du systéme vasculaire, a la fois capillaire et artériel
dans la régulation de la V'O, musculaire chez le patient BPCO (Broxterman et al., 2020). En
effet, la V'O, est dépendante de I'apport et de la diffusion de I’O; au niveau musculaire. Or,
ces deux composantes sont réduites dans le cadre d’un exercice musculaire chez le patient
BPCO. Cela laisse suspecter une forte contribution d’altérations du systéme vasculaire a la
réduction de la V'O, et de la tolérance a I'effort chez ces patients. Supportant ce lien, des
altérations des dynamiques cardiovasculaires circulatoires peuvent jouer un réle dans
I’étiologie de 'intolérance a I’effort chez le patient BPCO (Castagna et al., 2008; Chiappa et al.,
2008).

Ainsi, il apparait nécessaire de mieux comprendre I'origine des atteintes pathologiques
capillaires et artérielles systémiques de la BPCO pour pouvoir proposer une prise en charge
optimale des répercussions de cette maladie sur le risque cardiovasculaire et I'intolérance a
I'effort. L’identification des facteurs de risque ainsi que des mécanismes des atteintes

capillaires et artérielles constituent des étapes indispensables.

1.6.4 Atteintes vasculaires systémiques dans la BPCO : Nouveaux facteurs de risque

Chez le patient BPCO, un certain nombre de répercussions au niveau du systéme vasculaire
systémique ont été documentées. Ces altérations touchent aussi bien les sections artérielles
gue capillaires. Les patients BPCO montrent des atteintes vasculaires précoces, précliniques
tout comme avancées. Ainsi, il a été retrouvé chez les patients BPCO des altérations pré-
cliniques telles que la raréfaction capillaire musculaire mais également des anomalies
artérielles comme des troubles de la vasoréactivité artérielle ou un épaississement intima-
media carotidien (Alpaydin et al., 2013; Gouzi et al., 2013; Jatta et al., 2009; Vaes et al., 2017).
Sur le plan clinique, on retrouve fréquemment une hypertension artérielle chez les patients

BPCO (Vanfleteren et al., 2013b) mais également des atteintes plus avancées et graves comme
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la présence de plagues athérosclérotiques, d’artériopathie oblitérante des membres
inférieurs ou d’anévrisme de I'aorte abdominale (Ando et al., 2014; Finkelstein et al., 2009;

Williams et al., 2014).

Traditionnellement, les atteintes vasculaires dans la BPCO sont expliquées par le partage de
facteurs de risque communs, tels que le tabagisme ou la plus haute prévalence de diabete ou
d’obésité observée dans cette pathologie (Chen et al., 2015; MaclLay & MacNee, 2013a).
Cependant, la BPCO est associée a un risque accru d’atteintes vasculaires indépendamment
de ces facteurs de risques traditionnels. Ainsi, des facteurs de risques liés directement a la
BPCO pourraient étre impliqués dans ces atteintes (Finkelstein et al., 2009; Maclay &
MacNee, 2013b). La pathogenése de la BPCO au niveau pulmonaire s’établit via des
phénomeénes d’augmentation des niveaux de stress oxydant, d’inflammation et de
déséquilibres entre protéases et anti-protéases. Or, ces phénomeénes sont impliqués dans
I'altération des artéres et des capillaires et ont tous été retrouvés augmentés dans la
circulation systémique des patients BPCO (Bolton et al., 2009; Gan et al., 2004; MacNee,
2005). D’autre part, les patients BPCO présentent un vieillissement accéléré des cellules
associé a un raccourcissement des télomeres menant a la sénescence cellulaire (arrét du cycle
cellulaire) (Paschalaki et al., 2013). Une sénescence des cellules impliquées dans la régulation
vasculaire capillaire et artérielle pourrait donc également expliquer les défauts retrouvés chez

les patients BPCO.

En résumé, la présence de facteurs circulants délétéres (inflammation, stress oxydant,
protéases) et/ou d’anomalies des cellules vasculaires apparaissent comme des nouveaux
facteurs de risques du défaut vasculaire dans la BPCO. Cependant, les cibles cellulaires de ces
facteurs de risques et les mécanismes les liant aux atteintes vasculaires dans la BPCO restent

a ce jour largement méconnus.
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1.7Intérét d’une prise en charge systémique de la BPCO

1.7.1 Une prise en charge pluridisciplinaire

Au vu de la pluralité des manifestations systémiques dans la BPCO, aussi bien
cardiovasculaires que psychologiques ou musculaires, une prise en charge globale de la
maladie est nécessaire. Ainsi, la personnalisation est un élément clef de la stratégie de prise

en charge systémique a adopter chez ces patients (Figure 7).

La stratégie thérapeutique choisie pour chaque patient doit ainsi intégrer les caractéristiques
primaires de |'atteinte pulmonaire. Par exemple, la prise de corticostéroides inhalés apparait
intéressante surtout en cas d’inflammation éosinophilique avérée (Brightling et al., 2000) alors
gu’une réduction mécanique des volumes pulmonaires par pose de valves endo bronchiques
est particulierement intéressante chez les patients présentant un emphyséme sévére
(Klooster et al., 2015). Chez les patients présentant une chute de la pression artérielle en
oxygéne importante (PaO, < 60mmHg), un traitement par oxygénothérapie sera préféré

(Spruit et al., 2013).
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Au-dela du traitement de I'atteinte primaire, il est également crucial d’adopter pour chaque
patient une stratégie de prévention comprenant I'éviction des facteurs de risque des
répercussions systémiques de la maladie ainsi que leur traitement (Vanfleteren et al., 2016).
Cette stratégie nécessite une coordination pluridisciplinaire autour des organes touchés.
Cependant, la méconnaissance des spécificités de pathogeneése de certaines comorbidités
dans la BPCO, notamment cardiovasculaires, complique la prise en charge, la transposition de
stratégies thérapeutiques mise au point dans d’autres contextes (statines ...) n’étant pas
toujours un succés (Chen et al., 2015). Pour tenter de pallier a I'absence de prise en charge
systémique de la BPCO et dans I'idée de favoriser une prise en charge globale et individualisée
des patients BPCO, une stratégie thérapeutique appelée réhabilitation respiratoire a émergé,

basée sur l'intégration de plusieurs interventions non-médicamenteuses.

Comorbidities Treatment strategies

Drug treatment™

Osteoporosis

Nutritional
counselling
and modulation*

Muscle wasting

Cardiovascular disease

Self-management®

Underweight
and obesity

Physical
activity
coaching*

Exercise training”

Metabolic disorders

Psychological
counselling®

Anxiety and
depression

Figure 7. Prise en charge systémique de la BPCO et de ses comorbidités d’apres Vanfleteren

et al. 2016).

1.7.2 La réhabilitation respiratoire

Les programmes de réhabilitation respiratoire sont aujourd’hui incontournables dans la

prise en charge de la BPCO (Spruit et al., 2013) et font partie intégrante du traitement de ces

26



La Broncho-Pneumopathie Chronique Obstructive

patients (Y. Lacasse et al., 2007). Ces programmes se basent sur une approche
pluridisciplinaire non-médicamenteuse comprenant une grande part de réentrainement a
I'effort mais intégrant également des interventions de support psychologique, de conseil
nutritionnel ainsi que d’amélioration de I'autogestion de la maladie. Un niveau de preuve
scientifique tres important soutient I'efficacité de la réhabilitation respiratoire dans
I’'amélioration de la dyspnée ou de la tolérance a I'effort de ces patients (Ries et al., 2007). De
méme, ces programmes ont montré des bénéfices sur la qualité de vie ou la réduction du
recours au soin chez les patients (Spruit et al.,, 2013). Bien qu’impactant peu la fonction
pulmonaire en soi, cette intervention pluridisciplinaire permet a la fois de prévenir et de

traiter les répercussions systémiques de la BPCO.

Ces programmes de réhabilitation ont démontré leur efficacité pour réduire et prévenir les
comorbidités métaboliques dans la BPCO comme le diabéte de type 2 ou I'obésité (Archer &
Baker, 2009). D’autre part, cette réhabilitation est bénéfique dans le traitement et la
prévention du remodelage et de la perte de masse musculaire chez les patients cachectiques
(Vogiatzis et al., 2010). Des études ont montré une réduction de la fréquence de syndromes
anxieux et/ou dépressifs chez les patients BPCO ayant bénéficié d’un séjour en réhabilitation
respiratoire (Withers et al., 1999). Cependant, I'effet de la réhabilitation respiratoire

présente aussi ses limites, notamment sur la prévention du risque cardiovasculaire.

1.7.3 Les limites de la réhabilitation respiratoire sur la fonction vasculaire

Alors que la réhabilitation respiratoire joue un role dans le traitement et la prévention d’un
grand nombre de comorbidités extra-pulmonaires, son effet sur les comorbidités
cardiovasculaires et notamment les atteintes vasculaires peine a étre démontré dans la
BPCO, du fait de réponses hétérogenes et loin d’étre systématiques (Aldabayan et al., 2017,
Triest et al., 2016). Parmi les différentes composantes de la réhabilitation respiratoire, le
réentrainement a I'effort occupe une place centrale et apparait comme l'intervention la plus

probablement liée aux effets sur le systeme vasculaire.

Dans la lutte contre les complications cardiovasculaires, la stratégie est de cibler les facteurs

prédicteurs d’apparition précoce. Ces facteurs, cliniques ou précliniques, se manifestent en
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amont de I'apparition d’événements cardiovasculaires dommageables pour le pronostic des
patients. Parmi ces éléments, une grande partie apparaissent comme étant des facteurs liés au
systeme vasculaire avec par exemple I'hypertension artérielle, une altération clinique tres
fréquente dans la BPCO tout comme des atteintes pré-cliniques telles que I’altération de Ila
vasorelaxation artérielle (VRA), I'élévation de la vélocité d’onde de pouls (VOP) ou encore la
raréfaction capillaire. Alors que le réentrainement a I'effort permet une amélioration de ces
phénomeénes chez des sujets asymptomatiques, ces effets semblent limités chez le patient

BPCO.

En effet, alors que la VOP est habituellement améliorée par le réentrainement a I'effort (Beck
et al., 2013), cet effet peine a étre démontré chez le patient BPCO (Aldabayan et al., 2017;
Vanfleteren et al., 2014). De la méme facon, la VRA est augmentée par le réentrainement a
I’effort chez le sujet sain (Tinken et al., 2009) et le patients insuffisant cardiaque (Pearson &
Smart, 2017) ou présentant des maladies coronaires (Edwards et al., 2004b). A I'inverse, les
études s’intéressant a I’effet du réentrainement a I’effort chez le patient BPCO n’ont pas mis
en évidence d’amélioration de la VRA a la suite du programme (Brgnstad et al., 2013; Gelinas
et al., 2017; lepsen et al., 2016a). La VOP tout comme la VRA étant des éléments prédicteurs
du risque cardiovasculaire, ces mauvaises adaptations pourraient conduire a la forte

prévalence d’atteintes cardiovasculaires dans la BPCO.

Nous avons vu que |I'hypertension est une manifestation clinique systémique extrémement
fréquente dans la BPCO. Contrairement aux sujets hypertendus sans comorbidités, les
patients BPCO ne bénéficient pas d’une réduction de la pression artérielle de repos a la suite
d’un réentrainement a I'effort de 4 semaines (Canavan et al., 2015). La mesure de pression
artérielle au maximum de I'exercice permet de mettre en évidence une élévation précoce et
sub-clinique de la tension artérielle. Ici encore, un réentrainement a I'effort de 4 semaines
permet une réduction de la pression artérielle d’exercice chez les sujets sains mais pas chez

les patients BPCO (Gouzi et al., 2016b).

Alors qu’une raréfaction capillaire musculaire est présente chez les patients BPCO, il a
également été constaté un émoussement du processus menant a I’acquisition de nouveaux
capillaires musculaires a la suite du réentrainement a I'effort, appelé angiogenése (Gouzi et

al., 2013). De maniéere intéressante, cette angiogenése émoussée apparaissait liée aux défauts
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d’adaptation de la pression artérielle d’exercice chez le patient BPCO (Gouzi et al., 2016b). Le
lien étroit entre lit capillaire et tension artérielle est par ailleurs bien documenté (Humar et
al., 2009b). Ainsi, une mauvaise adaptation du systéme artériel pourrait limiter I'effet de
prévention du risque cardiovasculaire du réentrainement a I'effort chez le patient BPCO,

I’hypertension artérielle étant un élément clef de cette prévention.

De plus, I'altération de la réponse angiogénique au réentrainement chez le patient BPCO
pourrait induire une limitation des gains de tolérance a I'effort chez ces patients (Gouzi et al.,
2013), en réduisant la capacité de diffusion de I'oxygéne au niveau musculaire et la V'O..
D’autre part, I'augmentation de I'apport d’O; au niveau musculaire en réponse aux stimuli de
I’exercice est également sous le contréle de la capacité de VRA en amont (Broxterman et al.,
2020). Ainsi, 'altération de 'amélioration de VRA sous I’effet du réentrainement a |'effort est

de nature a limiter les gains de tolérance a I'effort des patients BPCO.

Pour conclure, une mauvaise adaptation des systémes capillaires et artériels chez le patient
BPCO est de nature a compromettre les gains en termes de prévention du risque
cardiovasculaire et de tolérance a I'effort chez ces patients. Cependant, les déterminants et
les conséquences de ces défauts d’adaptation vasculaire au réentrainement a I'effort

doivent étre plus amplement explorés.
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Résumé du chapitre 1

La BPCO est une maladie fréquente, évitable, traitable mais trop souvent mal diagnostiquée.
Cette maladie est la troisieme cause de déces dans le monde et est responsable d’une grande

part des dépenses de santé.

L’inhalation répétée de particules nocives joue un réle clef dans I’étiologie de la BPCO et
va induire une élévation de l'inflammation, du stress oxydant et des protéases au niveau
pulmonaire qui engendre un remodelage pathologique menant a une hypersécrétion de

mucus et a ’emphyseme.

Les facteurs déléteres pulmonaires se retrouvent également au niveau systémique et font de
la BPCO une maladie complexe associée a des comorbidités extra-pulmonaires quasi-
systématiques. L’intolérance a 'effort et les atteintes cardiovasculaires apparaissent parmi

les plus fréquentes et les plus graves.

Les systemes artériels et capillaires sont directement responsables de I’élévation du risque
cardiovasculaire et de 'intolérance a 'effort chez le patient BPCO. De plus, bien que le
réentrainement a effort ait physiologiquement un role bénéfique sur la fonction des
capillaires et des arteres, il ne produit qu'un effet limité sur ces altérations vasculaires

(capillaires et artérielles) chez le patient BPCO.

Ainsi, restaurer la sensibilité de la fonction vasculaire au réentrainement a Peffort
dans la BPCO passe par: 1/la compréhension des adaptations des systémes
capillaires (chapitres 2 et 3) et artériels a ’entrainement (chapitre 4) chez les sujets
sains et 2/ la formulation d’hypothéses pour expliquer les défauts d’adaptation de

ces systémes observés chez les patients BPCO.
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Chapitre 2. La capillarisation musculaire :

Role physiologique et anomalies chez le

patient BPCO.

Nous avons vu au chapitre précédent que le systéme capillaire musculaire pouvait étre
impliqué dans la régulation du risque cardiovasculaire et de la tolérance a I'effort. Ces roles
ainsi que I'implication d’un défaut de capillarisation musculaire dans la BPCO seront discutés

dans la partie suivante.
2.1 Réle des capillaires sanguins musculaires

Les capillaires sanguins sont les plus petits vaisseaux du systeme vasculaire. Un capillaire
sanguin est défini comme un vaisseau présentant un diametre inférieur a 10um et ne
présentant pas de feuillet continu de muscle vasculaire lisse (Hall et al., 2014). Dans le muscle
squelettique, il existe une communication entre les capillaires sanguins et les cellules
musculaires, les myocytes. L’absence de feuillet continu de muscle vasculaire lisse laisse libres
des zones d’échanges ou le mur vasculaire n’est composé que d’une cellule endothéliale et de
la membrane basale. Cette relation intime entre le compartiment intravasculaire et le
myocyte en fait une zone privilégiée d’échanges d’O. (oxygéne), de nutriments, et
d’évacuation des produits du métabolisme. Ainsi, les capillaires sanguins vont jouer un role
clef dans la V'O, musculaire et la tolérance a I'effort, en favorisant notamment la diffusion et

I'apport d’O; au niveau musculaire, roles détaillés ci-apres.
2.1.1 Diffusion de I'oxygene

Au début de 20°™ siécle, un éminent physiologiste du nom d’August Krogh identifie les

capillaires sanguins comme le site principal de diffusion de I’'oxygéne du compartiment
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Figure 8. Modéle de diffusion de I'oxygéne musculaire. Partie haute, modéle de diffusion en
cylindre proposé par A. Krogh. Partie basse, modéle de diffusion présenté dans la littérature
actuelle.
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sanguin vers les tissus (Krogh, 1919). Au niveau musculaire, le modéle de Krogh se définit par
un modele de diffusion en cylindre, c’est-a-dire que la pression partielle en Oy (POy)
intramyocytaire diminue a mesure que I'on s’éloigne du capillaire le plus proche, et que la
distance globule rouge (GR)-mitochondrie est déterminante dans cette diffusion (Figure 8). Ce
modele se repose également sur la présence d’une augmentation de la diffusion de 'O, par
I'intermédiaire d’un recrutement capillaire de novo a l'initiation des contractions musculaires

(Krogh, 1919). En effet, d’aprés A. Krogh, seul un nombre réduit de capillaires sanguins
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musculaires supporte un flux de GR au repos (~10%). Lors de l'initiation des contractions
musculaires, la présence de sphincters pré-capillaires rendrait possible un recrutement
capillaire, c’est-a-dire une augmentation du nombre de capillaires perfusés, sous I'effet d’'une
chute de la PO, intramyocytaire. Ce phénomeéne serait a l'origine d’une réduction des

distances de diffusion et donc d’'une augmentation de la diffusion d’O, musculaire (Figure 8).

Cependant, ces derniéres années, le modéle proposé par A. Krogh s’est heurté a I’émergence
d’un certain nombre de preuves scientifiques incompatibles. En premier lieu, certaines
études ont pu démontrer que la majorité des capillaires sanguins musculaires supportent un
flux de GR au repos et qu’une augmentation de la consommation d’O, musculaire est possible
en I'absence de recrutement capillaire (Brad J. Behnke et al., 2002). De plus, le flux de GR au
sein des capillaires sanguins musculaires augmente des les premieres contractions, ce qui rend
peu probable son initiation par la chute de PO; intramyocytaire, qui apparait plus tardivement
(Bradley J. Behnke & Delp, 2010). La présence d’un gradient de PO, au sein du myocyte fat
également remise en question par des études montrant une PO, intramyocytaire tres faible
et spatialement homogéne (Gayeski et al., 1987; Richardson et al., 1995). Ces résultats
indiquent que la diffusion de I’O; ne serait pas déterminée par la distance entre le GR et Ia
mitochondrie myocytaire, mais plutét par la courte distance interstitielle entre le GR et le
sarcolemme (Figure 8, Figure 11). En effet, cette « région sans transporteurs », bien que
courte (1.5um), constitue la principale source de résistance a la diffusion de I'oxygéne des GR
a la mitochondrie, du fait notamment de I'absence d’hémes facilitant le transport de I'O;

(hémoglobine ou myoglobine)(Richardson et al., 1995).

Ainsi, la distance de diffusion intramyocytaire n’apparait plus comme déterminante. Des
expériences utilisant des sondes phosphorescentes sensibles a I'oxygéne ont montré que la
réduction de PO; le long de I'axe GR-mitochondrie n’est pas linéaire, comme pressenti par A.
Krogh, mais que l'on assiste a une chute spectaculaire entre les compartiments
microvasculaires (POamy) et interstitiels (POzis) (APO2mv-is = 15-20 mmHg) beaucoup moins
marquée par la suite (APOa.s-myocyte = 2-6 mmHg)(Hirai, Colburn, et al., 2019). L’écart
important entre PO.ny et POyis est cohérent avec I'idée que cette zone est une zone de
diffusion difficile, aidée par ce gradient de PO; important. La consommation d’O; musculaire

(V'O2m) va donc étre déterminée par la persistance d’un APO;my-is élevé et d’une élévation des
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capacités de diffusion de I'oxygene musculaire (DmQO3), en accord avec la loi de diffusion de
Fick (Equation 1).
Equation 1. Loi de diffusion de Fick. \"O2m: Consommation d’oxygéne musculaire; DmO>:

Capacité de diffusion de 'O, musculaire ; APO2mv-is gradient de PO, entre les compartiments
microvasculaires et interstitiels.

VOZm = Dm0, (APOva—is)

Bien que multifactorielle, la DmO; est majoritairement liée a la surface disponible pour la
diffusion (Russell S. Richardson et al., 1995). Considérant I'absence de recrutement capillaire
de novo évoquée précédemment, I'augmentation de cette surface s’effectue de maniere
aiglie au travers de I'augmentation du nombre de GR au contact de la paroi capillaire a un
instant donné (Hirai et al., 2018). Ainsi, toute augmentation de la densité spatiale, de la vitesse
de transit ou du flux de GR est de nature a augmenter la DmO; et donc la V'O;. L’hématocrite
au sein des capillaires musculaires apparait trés en deca des niveaux systémiques au repos
(environ 15%)(Copp et al., 2009). Lors de la contraction musculaire, I’hématocrite subit une
augmentation pour rejoindre les niveaux systémiques (45%)(Copp et al., 2009). Cette
élévation de la densité de GR induit un accroissement spectaculaire de la DmO; permettant
un maintien du APO2mv-is quasi-constant. En effet, aucune altération significative du APO2my-is
n’a été retrouvée, que ce soit lors d’exercices musculaires légers ou au contraire tres
intenses (Hirai et al., 2018) ou encore lors de la récupération (Hirai, Craig, et al., 2019). De
plus, 'augmentation de la densité spatiale des GR potentialise la longueur capillaire disponible
pour la diffusion de I’O,. Le recrutement des capillaires lors de 'augmentation de la demande
en O, s’effectue ainsi de maniere longitudinale (plus de longueur impliquée dans les échanges
gazeux) et non en termes de nombre de capillaires perfusés (Poole et al., 2013), comme

initialement proposé par A. Krogh.

Si 'augmentation aigiie de la DmO; est intimement liée a la dynamique des GR, son
augmentation sur le long terme est également dépendante de I'augmentation du nombre
de capillaires sanguins (Andersen & Henriksson, 1977). Cette augmentation, engendrée par
exemple par un entrainement a l'effort, est a I'origine d’'une augmentation de la surface

d’échange capillaro-musculaire et donc de la DmOs.. In fine, cela résulte en un flux d’O; plus
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important au travers de la « région sans transporteurs », goulot d’étranglement du voyage de

I’O, du GR a la mitochondrie.

Nous avons vu dans cette partie que les capillaires sont le siege de I'adaptabilité du muscle en
termes de diffusion de I’O;, en augmentant notamment la DmO,, déterminant de la V'O, du
fait d’un APO;mv-is quasi-constant en toute condition. La DmO; est déterminée par la densité
et le flux de GR lors de la réponse aiglie et peut étre améliorée en augmentant le nombre de
capillaires lors de I'entrainement musculaire. En paralléle de I’élévation de la diffusion de
I’O;, une élévation du débit d’apport d’O; est nécessaire et les capillaires jouent également

un role déterminant dans ce processus.

2.1.2 Apport de I'oxygéne

Le transfert de I'oxygene de I'air ambiant jusqu’a la cellule musculaire implique une cascade
d’évenements au travers des systémes pulmonaires, vasculaires et musculaires. Au sein de
cette cascade, les capillaires sanguins musculaires permettent le maintien de 'adéquation
entre apports et besoins en oxygéne musculaires. Au vu des réserves extrémement faibles
d’0; au niveau musculaire (Hirai, Colburn, et al., 2019), une augmentation de la consommation
d’oxygéne musculaire (V'O2m) doit s’accompagner d’une élévation rapide et de proportion
équivalente du débit d’apport d’oxygéne musculaire (Q'O2m). Si dans une situation
pathologique particuliere un découplage entre la V'O2m et le Q'O,m apparait, on assiste alors
a une chute importante de la pression partielle en O, au niveau microvasculaire musculaire (
Richardson et al., 1995), réduisant le gradient APOzmy.is, déterminant de la \V’Oam (Equation 1).
Lors d’exercices physiques, qu’ils soient légers ou maximaux, il a été montré que la cinétique
d’augmentation du débit d’apport d’O; était, a minima, aussi rapide que la cinétique du débit
de consommation d’O, musculaire, en condition physiologique (Murrant & Sarelius, 2015).
Cette prouesse d’adaptation est rendue possible par une réactivité quasi-instantanée

(<1seconde) des mécanismes de vasodilatation des vaisseaux sanguins musculaires.

Bien que les artérioles soient le plus souvent incriminées dans cette réponse, de
nombreuses études montrent I'incapacité des artérioles a percevoir si rapidement une

modification des besoins en O, du tissu musculaire (Murrant et al., 2017). En effet, des études
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sur l'architecture des vaisseaux sanguins musculaires proposent des distances allant de 100
um a 270 um entre les artérioles les plus distales (4A) et les fibres musculaires. L'effet
vasodilatateur de I’élévation de I'activité musculaire a été attribué a la diffusion de produits
de I'hydrolyse de I'adénosine triphosphate (ATP): ions hydrogénes (H*), adénosine
diphosphate (ADP) ou phosphate inorganique (Pi) ; ou de sa resynthése : adénosine, ainsi que
de ceux témoignant d’une activation musculaire : ions potassium (K*) ou monoxyde d’azote
(NO) ; tous ayant un effet vasoactif. Néanmoins, la diffusion de ces produits sur une distance
de 100um ou plus nécessite un temps d’au moins 5 secondes (Equation 2, Murrant et al., 2017),
incompatible avec la réponse vasodilatatrice de l'ordre de 1 seconde précédemment

observée.

Equation 2. Calcul du temps de diffusion d’une molécule de petite taille. t = temps en secondes ; L =
distance de diffusion (en cm) ; D = coefficient de diffusion (10”° pour les molécules de petite taille).

L2

t=—
2D

Ainsi, il est peu crédible que les artérioles terminales jouent le réle de senseur de I'activité
musculaire et donc des besoins en O,. D’autres voies ont donc été proposées avec parmi elles

la contribution des capillaires sanguins musculaires.

Il a été démontré que les produits de la contraction musculaire tels que les ions K*, H* ou
I’'adénosine induisent une réponse de la part des cellules endothéliales des capillaires sanguins
(Song & Tyml, 1993). Cette réponse est associée a une élévation du flux sanguin capillaire, due
a une vasodilatation des artérioles terminales 4A en amont. Ainsi, les capillaires sanguins
musculaires agissent en tant que senseurs de I'activité contractile musculaire et transmettent
cette information aux artérioles en amont pour garantir I'adéquation entre apports et besoins
en O,. Cette transmission est assurée essentiellement par I'activation de canaux potassiques
ATP-dépendants (Katp) et par le relargage de NO au niveau capillaire (Cohen & Sarelius, 2002).
La présence de jonctions communicantes entre les cellules endothéliales capillaires permet
une transmission du signal de cellule en cellule du niveau capillaire au niveau artériolaire
(Cohen et al., 2000). L’adénosine quant a elle induit une réponse vasodilatatrice au niveau
capillaire mais ne semble pas étre impliquée dans la transmission du signal en amont (Cohen

& Sarelius, 2002). Le réle de cellules périvasculaires capillaires, appelés péricytes, dans une
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vasodilatation qui prendrait directement place au niveau capillaire, et non par transmission
aux artérioles en amont, suscite un intérét grandissant au niveau cérébral, cardiaque et
musculaire (Attrill et al., 2019; Hall et al., 2014; Kisler et al., 2017; O’Farrel et al., 2018). Il a
notamment été montré que I'ajout d’adénosine induit une vasodilatation active du capillaire
par les péricytes augmentant ainsi le flux sanguin capillaire directement. Le role vasoactif des
péricytes et leur contribution dans la régulation du flux sanguin capillaire, notamment

musculaire, sera développé dans le point 3.2.3.

Les différents éléments évoqués précédemment préchent en faveur d’une régulation
« bottom-up » du débit d’apport d’O, musculaire, avec une contribution majeure des
capillaires sanguins comme senseurs locaux de I’activité musculaire, point de départ du

signal de vasodilatation musculaire.

2.1.3 Conséquences d’une dysfonction de la microcirculation musculaire

En condition physiologique, la V'O, est déterminée par la capacité d’approvisionnement du
myocyte en O, plutot que par la capacité des mitochondries myocytaires a utiliser cet O,
(Richardson et al., 1995). Nous avons développé précédemment |'idée que le parcours de I'O;
au travers de la « région sans transporteurs » représente I'étape limitante de I'apport d’O; au
myocyte (Richardson et al., 1995). Or, en I'absence de transporteurs de I'O;, cette étape est
exclusivement dépendante des capacités de diffusion de I’'O,. De nombreuses études
démontrent le réle clef de la surface de diffusion dans la DmO; et font le lien entre le nombre

de capillaires musculaires et la surface de diffusion (Hepple et al., 2017).

Ainsi, une raréfaction du lit capillaire musculaire aura pour conséquence une réduction de
la DmO; et une baisse drastique de la V'Ozn. Le lien entre densité du lit capillaire musculaire
et V'O, a été maintes fois mis en évidence (Sové et al., 2017). D’autre part, le lien entre V'O,
et tolérance a I'effort chez le sujet sain comme chez le sujet malade n’est plus a démontrer
(Burnley & Jones, 2007). La V'Oz lors d’un exercice physique présente d’autre part une valeur
pronostic dans un certain nombre de pathologies dont plusieurs cardiopathies (Stelken et al.,
1996). Ces éléments nous montrent d’'importantes répercussions liées a la réduction de la

diffusion de I'O;, consécutive d’une raréfaction capillaire. D’autre part, nous avons développé
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au point précédent le role clef des capillaires sanguins dans I’"hyperémie en réponse a une
contraction musculaire. Cette hyperémie est a I'origine de I'augmentation du flux de GR et
permet également une amélioration consécutive de I'apport et de la diffusion de I'oxygéne.
Avec I'avancée en age, il a été montré que la réponse hyperémique induite par le signal
« bottom-up » capillaire tendait a perdre de son efficacité (Bradley J. Behnke & Delp, 2010).
Cette perte d’efficacité va mener a un découplage entre les besoins et les apports d’0O; au

niveau musculaire.

Au-dela de I’oxygénation musculaire, la capacité d’hyperémie musculaire est déterminante
dans la répartition du flux sanguin systémique et ainsi dans la régulation des résistances
vasculaires périphériques. Une dysfonction du signal de vasodilatation capillaire peut mener
a une constriction des artérioles résistives, principal siege des résistances périphériques et
donc a une élévation de la pression artérielle (Zheng & Liu, 2015). D’autre part, la ramification
microvasculaire est le lieu ou I'on assiste a la plus importante perte de pression sanguine,
permise grace a la dissipation des forces a travers les multiples racines de 'arbre vasculaire
(Humar et al., 2009a). Ainsi, une réduction du réseau capillaire, suite a une pathologie ou un
traitement pharmacologique, induit une élévation de la pression artérielle dans des
proportions souvent pathologiques (Motzer et al., 2007). L’hypertension générée comme
effet secondaire des traitements anti-angiogéniques (induisant une raréfaction capillaire)
nous renseigne sur une relation causale directe entre densité capillaire et pression artérielle
(Neeltje Steeghs et al., 2008). Renforcant cet argument, une discontinuité dans le traitement
induit le rétablissement d’une capillarisation normale et de ce fait une normalisation de la

pression artérielle (N. Steeghs et al., 2009).

Dans le cadre d’une pathologie chronique, des éléments tels que [I'élévation de
inflammation et du stress oxydant sont a méme d’induire une dysfonction et une
raréfaction du réseau microvasculaire musculaire (Hayden et al., 2010). Dans la BPCO, il est
fréguemment retrouvé une intolérance a I'effort ainsi que des phénomeénes d’hypertension.
En particulier, des troubles de I'apport et de la diffusion de I’O; ont récemment été mis en
évidence chez ces patients ce qui, au vu des éléments énoncés ci-dessus, nous oriente vers la

guestion des troubles de la capillarisation musculaire du patients BPCO.
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2.1.4 La raréfaction capillaire musculaire dans la BPCO

Dans le muscle des patients BPCO, une réduction du nombre de capillaires par fibre
musculaire a été retrouvée lors de plusieurs études (Eliason et al., 2010; Gouzi et al., 2013).
Le nombre de capillaires rapporté a la surface de fibre a également été trouvé abaissé chez
ces patients (Eliason et al.,, 2010; Jatta et al.,, 2009; Jobin et al., 1998). Nous avons vu
précédemment que la DmO;, déterminée par la surface d’interface GR-Sarcolemme
disponible pour les échanges, représente le principal facteur limitant I'apport d’O; musculaire.
Ainsi, de nouveaux indices d’évaluation de la capillarisation ont émergé comme l'indice de
périmétre d’échange capillaire/fibre (CFPE). Cet indice est calculé en rapportant la
capillarisation d’une fibre musculaire a son périmetre, permettant d’apprécier la surface
d’échange disponible (Hepple & Mathieu-Costello, 2001). Cet indice CFPE a également été
trouvé réduit chez les patients BPCO comparé a des sujets sains controles (Eliason et al., 2010).
Un changement de typologie musculaire au détriment des fibres de type | est fréquemment
retrouvé chez les patients BPCO (Jaitovich & Barreiro, 2018). Les fibres de type | étant
naturellement plus vascularisées que les fibres de type lla et llx, la question d’une réduction
de la capillarisation musculaire consécutive d’un shift typologique a rapidement émergé.
Plusieurs études ont ainsi étudié la capillarisation musculaire de patients BPCO en faisant la
distinction entre les différents types de fibres. Le ratio capillaire/fibre tout comme la densité
capillaire ou I'indice CFPE des fibres de type | ont été trouvés réduits chez les patients BPCO
(Eliason et al., 2010; Whittom et al., 1998). Les patients BPCO présentent donc une réduction
de la capillarisation musculaire indépendemment des changements typologiques pouvant
limiter I'apport d’O> musculaire. Ce dernier étant le facteur limitant de la V'Ozm (Richardson et
al., 1995), il existe une corrélation entre les défauts de capillarisation musculaires et une V'O;
altérée chez les patients BPCO (Gouzi et al., 2013). Chez ces patients, I'intolérance a I'effort,
évaluée par la distance de marche parcourue en 6 minutes (TDM6), a également été liée aux

altérations de I'indice CFPE (Eliason et al., 2010).

L’homogénéité des atteintes capillaires en fonction de la sévérité de la BPCO et de la nature
de ses répercussions systémiques a été discutée. En effet, deux études se sont intéressées a
la distribution des défauts de capillarisation musculaires au travers des 4 classes de sévérité

de BPCO GOLD (Eliason et al., 2010; Jatta et al., 2009). Elles ont observé une altération de la
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capillarisation chez les patients BPCO de sévérité GOLD 2 & 3 mais pas GOLD 1, comparé a des
sujets sains controles. Etonnamment, la capillarisation musculaire a été retrouvée plus
importante chez les patients BPCO hypoxémiques comparé a des patients non-hypoxémiques
(Costes et al., 2015). L’hypoxie étant un puissant stimulant de I'angiogeneése, il est possible
gu’une réponse compensatrice se mette en place chez ces patients pour palier au manque
d’oxygénation sanguine. Cette idée est renforcée par I'impossibilité chez ces patients
d’augmenter cette capillarisation au-dela de la valeur de base sous I'effet de I’entrainement,

contrairement aux patients normoxémiques (Costes et al., 2015).

La relation entre caractéristiques musculaires et capillarisation a également été explorée
chez les patients BPCO. Chez les patients BPCO sujets a une fatigue musculaire anormale
(chute de plus de 15% de la force maximale aprés 10 minutes d’exercice), la capillarisation
musculaire des fibres | et lla est abaissée comparé aux patients ne présentant pas cette fatigue
musculaire (Saey et al., 2005a). Ainsi, le défaut d’apport d’O, musculaire par défaut de
capillarisation engendre une fatigue musculaire précoce chez les patients BPCO, ce qui
implique des répercussions cliniques majeures avec une origine locale de l'intolérance a
I'effort. A I'inverse, la capillarisation chez des patients BPCO cachectiques ne différe pas de
celle de patients présentant une masse musculaire préservée (Vogiatzis et al., 2010). Ainsi, les
défauts de capillarisation musculaire chez les patients BPCO semblent étre associés

préférentiellement a des pertes de fonction plutot que de masse musculaire.

Dans cette partie nous avons vu que les patients BPCO présentent une altération d’un certain
nombre d’indices de capillarisation musculaire, associée a une diminution de la tolérance a

I'effort, de la V'O3 et a une plus grande fatigabilité musculaire.

L’augmentation de la capillarisation musculaire, via un processus d’angiogenése chez le
patients BPCO apparait ainsi comme un important challenge dans la prise en charge de cette
maladie. Nous nous attacherons donc a décrire dans le point suivant comment le
réentrainement a l'effort induit une angiogenése au niveau musculaire et en quoi ce

processus est altéré chez le patient BPCO.
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2.2 L’angiogenése induite par le réentrainement a [‘effort

2.2.1 Définition de I'angiogenéese

Le terme angiogenése est utilisé pour définir I’expansion du réseau vasculaire par la création
de nouveaux capillaires sanguins a partir du réseau existant. On la différencie d’autres
processus participant au développement de ce réseau tels que la vasculogenese, qui
correspond a la différenciation d’angioblastes en cellules endothéliales s’assemblant ensuite
en vaisseaux qui se spécifient, en fonction des signaux cellulaires, en veines ou en arteéres.
Alors que la vasculogenése est un processus le plus souvent limité a la phase de
développement embryonnaire, I'angiogenése peut avoir lieu dans des tissus adultes en
réponse a des stimuli physiologiques ou pathologiques. L'angiogenese s'effectue
principalement par deux processus distincts : I'angiogenése par bourgeonnement et par
invagination. L’angiogenése par bourgeonnement s’effectue via la création d’un bourgeon
vasculaire menant a la genése d’un nouveau capillaire alors que celle par invagination se base
sur la séparation d’un capillaire existant en deux par formation d’un pilier intraluminal. Bien
que ces deux types d’angiogenése cohabitent au niveau musculaire, celle par
bourgeonnement semble prédominer (Egginton et al., 2001) et sera donc majoritairement
traitée durant la suite de ces travaux. De plus, I'inhibition seule de I'angiogenese par
bourgeonnement menant a une abolition des gains de capillarisation en réponse au
réentrainement (Olfert et al., 2010a), cette modalité d’angiogenése nous est apparue comme

la plus probable déterminante des phénomenes d’angiogenése musculaire émoussés.

L’exercice physique répété engendre un certain nombre de stimuli, que nous détaillerons
ultérieurement, permettant de stimuler I'angiogenéese au niveau du muscle strié squelettique
(Egginton et al., 2001). L’intégration des stimuli pro- et anti-angiogéniques au niveau du tissu
et notamment la balance entre facteurs pro- et anti- angiogéniques va déterminer la
présence, l'intensité et la viabilité du processus d’angiogenése musculaire en réponse au
réentrainement a I'effort. Cette réponse apparait comme étant une réponse savamment

orchestrée, respectant un déroulement a la fois complexe et précis.
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2.2.2 Le déroulement de I'angiogenése en réponse au réentrainement a I’effort

Al'état de base, il existe une quiescence des cellules qui constituent la paroi capillaire, c’est-
a-dire les cellules endothéliales et péricytaires. Cette quiescence permet de préserver les
vaisseaux contre une déstabilisation, les fragilisant, ainsi que contre une création de
vaisseaux qui serait en inadéquation avec les besoins physiologiques. Cette quiescence est
assurée par le contact entre cellules endothéliales et péricytes et par I'expression de facteurs
de signalisation spécifiques. En cas de raréfaction de l'apport d’O; (hypoxie) ou
d’augmentation de la demande métabolique, I'extension du réseau capillaire en réponse au
besoin physiologique est requise. C'est le cas notamment au cours du réentrainement a
I'effort : I'augmentation de la demande va déstabiliser le capillaire et le processus

d’angiogenése va se produire au travers de deux étapes principales.

La premiére étape est une étape de bourgeonnement capillaire. Elle correspond a I'activation
de la cellule endothéliale, a la dégradation de la membrane basale et au détachement des
péricytes du capillaire. Cela permet la création d’un bourgeon vasculaire qui, grace a une
prolifération et une migration des cellules endothéliales, s’allonge pour mener a la création
d’'un nouveau capillaire. Cette premiere phase de création capillaire est stimulée lors
d’exercices aigus ou d’entrainements de courtes durées. Elle perdure durant les 2 a 4
premiéres semaines d’un réentrainement a l'effort puis laisse progressivement place a

d’autres phénomenes plus tardifs survenant lors de la seconde étape de I'angiogenése.

La seconde étape est une étape de maturation capillaire (Haas & Nwadozi, 2015). Cette
seconde étape est caractérisée par une stabilisation du capillaire nouvellement formé. Cette
stabilisation s’établit par I’acquisition d’une couverture péricytaire et d’'une membrane basale
par ce capillaire. La maturation capillaire commence aprés 4 a 6 semaines de réentrainement
(Haas & Nwadozi, 2015). L'initiation et I'organisation temporelle de ces différentes phases
d’angiogenese est sous le contrble d’un certain nombre de facteurs angiogéniques décrits ci-

apres.
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2.2.3 Les principaux facteurs pro & anti-angiogéniques

Les facteurs angiogéniques correspondent a I'ensemble des éléments, souvent des
protéines, régulant la plasticité du lit capillaire. Le nombre de facteurs tant bien pro- qu’anti-
angiogéniques identifiés est incroyablement élevé et en faire une description exhaustive serait
peine perdue. Nous décrirons ici les principaux facteurs angiogéniques et tout
particulierement ceux ayant été associés a des modulations de I'angiogenese du muscle strié

squelettique sous I'effet d’un exercice aigu ou de I'entrainement a I'effort.
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Figure 9. Actions des principaux facteurs angiogéniques au niveau des structures capillaires.

Parmi les principaux facteurs pro-angiogéniques, le facteur de croissance vasculaire
endothélial A (VEGF-A) est un des premiers facteurs historiquement identifiés et sans doute
le plus étudié. Toutes les isoformes de VEGF-A sont capables de se lier au récepteur a tyrosine
kinase VEGF-2 (VEGFR2 ou Flk1) qui assure une grande partie de |'activité pro-angiogénique
du VEGF-A (Carmeliet & Jain, 2011b). La liaison du VEGF-A au VEGFR2 engendre la
phosphorylation et la dimérisation de ce dernier résultant en une cascade d’effets intra-
cellulaires. Parmi eux, on retrouve une activation des voies impliquant la kinase

phosphatidylinositol 3 (PI3K), la phospholipase Cy (PLC-y) et la protéine kinase C (PKC)(Wu et
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al., 2000). L’activation de ces voies va permettre au VEGF-A d’assurer ses fonctions biologiques
sur la cellule endothéliale. Durant I'angiogenése, le VEGF-A va engendrer une forte activité
mitotique au niveau endothélial mais également promouvoir la survie des cellules
endothéliales, limitant la régression des néovaisseaux (Hoier & Hellsten, 2014). Bien qu’étant
un puissant stimulus de I'angiogenése, le VEGF-A est loin d’étre le seul facteur impliqué dans
ce processus et la surexpression du VEGF-A uniquement ne permet pas I'obtention de

néovaisseaux viables et fonctionnels (Ash & Overbeek, 2000).

Un systéme constitué du récepteur a tyrosine kinase Tie2 et de ses deux ligands que sont les
angiopoiétines 1 et 2 (Angl et Ang2) joue également un rdle clef dans I’'angiogeneése. Le
systeme Ang/Tie2 joue un role majeur dans la régulation de la quiescence endothéliale et de
la maturation capillaire (Suri et al., 1998). Les actions d’Angl et Ang2 au niveau de Tie2 sont
antagonistes, I’Angl promouvant la phosphorylation de Tie2 alors que I’Ang2 va en empécher
I'activation. Par cette voie I’Angl va promouvoir la survie endothéliale, en activant la voie
PI3K/PKB, et limiter la perméabilité vasculaire en empéchant I'internalisation des jonctions
cadhérines endothéliales vasculaires (VE-cadhérines)(Augustin et al., 2009). Il va également
promouvoir les interactions péricyte/endothélium, bien que les mécanismes a I’origine du lien
entre Tie2 et recrutement capillaire soient encore mal compris (Augustin et al., 2009). La
présence de récepteurs Tie2 sur les péricytes, promouvant la survie péricytaire, a récemment
été démontrée et pourrait jouer un role dans ce lien (Teichert et al., 2017a). L'Ang2 est
majoritairement sécrétée par la cellule endothéliale par exocytose des corps de Weibel-
Palade. Par son action antagoniste d’Angl, I’Ang2 induit un détachement des péricytes tout
comme une déstabilisation et une perméabilisation vasculaire (Teichert et al., 2017a). Cette
déstabilisation est nécessaire a la prolifération vasculaire et au bourgeonnement capillaire. En
I’absence de VEGF-A et de prolifération endothéliale, il a cependant été montré que I’Ang2

induit une apoptose endothéliale et une régression vasculaire (Maisonpierre et al., 1997).

Pour permettre un bourgeonnement sur la face externe (adluminale) du capillaire, une
ouverture dans la membrane basale doit étre réalisée. Cette membrane basale est constituée
de collagéne, laminines et intégrines et peut étre dégradée par les métalloprotéases de la
matrice (MMP). La famille des MMPs est trés large, cependant les MMP-2, 9 et 14 sont
habituellement étudiées et sont sur-exprimées lors d’un processus d’angiogenése (Brew &
Nagase, 2010).
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La relation entre cellules endothéliales et péricytes est cruciale durant I'angiogenése. Le
facteur de croissance dérivé des plaquettes BB (PDGF-BB) ainsi que le facteur de croissance
transformant béta (TGF-B) jouent respectivement un réle clef dans le recrutement et la
différenciation des précurseurs péricytaires (i.e. cellules souches mésenchymateuses). Le
PDGF-BB est une protéine sécrétée entre autres par les cellules endothéliales (Hellstrom et
al., 2001). Le PDGF-BB se fixe sur les péricytes et leurs précurseurs via le récepteur a tyrosine
kinase PDGFR-B et induit leur prolifération et leur migration (Carmeliet & Jain, 2011c). Une
répression de I'expression de PDGF-BB engendre une forte réduction de la couverture
péricytaire et la formation de fuites capillaires (Lindahl et al., 1997). De son coté, le TGF-B est
produit lors du contact qui s’établit entre les cellules endothéliales et les précurseurs
péricytaires. En effet, si ces deux types cellulaires sont capables de produire une forme latente
de TGF-B, seul le contact entre ces deux cellules via des jonctions communicantes (« Gap
junctions »), va permettre la production d’'une forme active de TGF-B (Hirschi et al., 2003).
Une fois produite, cette forme active se lie entre autres aux récepteurs « activin receptor-like
kinase 5 » (ALK5), présents a la fois sur les précurseurs péricytaires et surles cellules
endothéliales. Au niveau des précurseurs péricytaires, la liaison TGF-B/ALK5 induit une
surexpression des protéines Smad 2 et 3 qui engendrent la différenciation de ces cellules en
péricytes (Lebrin et al.,, 2005). Au niveau endothélial, la liaison TGF-B/ALKS5 limite la
prolifération endothéliale ainsi que linternalisation des VE-cadhérines en antagonisant

I’action du VEGF-A sur le VEGFR2.

Parallelement aux facteurs pro-angiogéniques, I’'angiogenése dépend aussi des facteurs
angiostatiques ou anti-angiogéniques. La balance entre facteurs pro- et anti-angiogéniques

apparait comme I’élément central de la régulation de I'angiogenése (Olfert & Birot, 2011).

Le plus cité et le plus étudié des angiostatiques est sGrement la thrombospondine 1 (TSP1).
Cette glycoprotéine est produite dans un contexte d’angiogenése majoritairement par les
cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses. La thrombospondine se lie
préférentiellement aux récepteurs CD36 et Bl-intégrines qui ont la capacité de former un
complexe avec le VEGFR2, inhibant 'action proliférative et pro-migration du VEGF-A sur la
cellule endothéliale. Du fait de ce rble inhibiteur du VEGF-A, I'expression de TSP-1 durant le
bourgeonnement va engendrer un découplage des expressions de VEGF-A et Ang2, menant a

I'apoptose endothéliale et a la régression vasculaire. Au contraire, son expression durant la
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maturation capillaire, quand I'expression d’Angl est augmentée, va potentialiser I'action du

PDGF BB et favoriser la couverture péricytaire (Scheef et al., 2009).

Parmi les angiostatiques habituellement décrits, on retrouve également les inhibiteurs des
MMP (TIMP). En inhibant I'action protéolytique des MMP, les TIMP empéchent la formation
de bréches dans la membrane basale et la migration des cellules endothéliales sur la face
adluminale des capillaires. Différentes isoformes de ces protéines existent et présentent des
capacités d’inhibition différentes. En effet, alors que TIMP-1 inhibe un spectre assez réduit de
MMPs (MMP-14, MMP-16 ...) les TIMPS 2 et 3 ont une action plus large. De plus, TIMP-3 inhibe
également I'action du VEGF-A en se liant directement au récepteur VEGFR2. Si les TIMP
empéchent le bourgeonnement vasculaire, leur expression est cependant cruciale une fois le
néovaisseau créé pour le stabiliser et empécher la dégradation de sa membrane basale

nouvellement formée.

Un grand nombre d’autres facteurs angiostatiques sont impliqués dans les phénomeénes

d’angiogenése et sont résumés dans la revue de Olfert & Birot (2011).

La description des facteurs pro- et anti-angiogéniques telle qu’habituellement présentée
souléve une question de fond. En effet, puisque la plupart des facteurs angiostatiques ont un
role déterminant dans la phase de maturation capillaire, une étape clé de I'angiogeneése, leur
action apparait pro-angiogénique en un sens. Inversement, les facteurs présentés comme pro-
angiogéniques sont en réalité des stimulants de la phase précoce d’angiogenése (Ang2, VEGF
...), de déstabilisation et de bourgeonnement vasculaire mais ont en revanche une action
délétére sur I'angiogenése, en particulier s’ils sont exprimés trop longuement, engendrant
régression et immaturité vasculaire (Greenberg et al., 2008; Maisonpierre et al., 1997). Font
exception a cette régle I’Angl, le PDGF-BB et le TGF-B qui sont classés dans les facteurs pro-
angiogéniques mais paradoxalement ont un effet angiostatique sur la phase de
bourgeonnement vasculaire. Alissue de cette analyse bibliographique nous proposons donc
ici de considérer la balance entre facteurs angiogéniques pro-bourgeonnement et pro-
maturation. Ainsi, le VEGF-A, 'Ang2 et les MMPs apparaissent comme des facteurs pro-
bourgeonnement alors que les facteurs tels que I'Angl, le PDGF-BB, le TGF-B, le TSP1 ou
encore les TIMP apparaissent comme des facteurs pro-maturation. Cette balance qui va donc

pencher en faveur du bourgeonnement en début d’angiogenése s’inversera au cours du
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processus pour pencher en faveur de la maturation en fin d’angiogenese. Nous verrons dans
le point suivant I'orchestration de ces facteurs au cours du process d’angiogenése induit par

le réentrainement a I'effort.

2.2.4 Orchestration de la réponse des facteurs angiogéniques durant le process

d’angiogenese musculaire

Le processus d’angiogenése musculaire induit par I’exercice est le résultat de deux phases
temporelles distinctes, une phase précoce de création des néovaisseaux et une phase plus

tardive de maturation nécessitant une sécrétion orchestrée de facteurs angiogéniques.

Migration dc la
cellule de pointe
(VEGF-A)

Détachement des péricytes (Ang2)
Lyse de la membrane basale (MMP)

Activation endothéliale (VEGF-A)

Proliferation des cellules de la tige
(VEGF-A)

Recrutement des péricytes
(PDGF-BB, TGF-f)

Figure 10. Déroulé

- ;:empgrel dfa
Synthése de la membrane basale angiogenese par
(TIMP3) bourgeonnement
(adaptée de
Carmeliet & Jain,
2011).
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Durant la phase de création, une élévation du niveau basal de VEGF-A musculaire a été
documentée apres 10 jours d’entrainement, tout comme I|'expression de son récepteur
VEGFR2 (Gustafsson et al., 2007). Les niveaux d’expression de I’Ang2 suivent la méme
tendance que le VEGF-A (Gustafsson et al., 2007). L’Ang2 induit un détachement des péricytes
et va ainsi provoquer une perte du contact hétérotypique entre cellules endothéliales et
péricytes (Teichert et al., 2017b). Ce contact étant requis pour l'activation de TGF-j,
I'inhibition de VEGFR2 par le TGF-p est levée et permet au VEGF-A d’induire son action
mitogénique et pro-migratoire sur les cellules endothéliales. Le bourgeonnement vasculaire
commence par la sélection d’une cellule de pointe qui va étre activée et guidée par le VEGF-A
(Carmeliet & Jain, 2011c). Pour éviter I'activation de plusieurs cellules de pointes (« tip cells »),
une signalisation NOTCH-dépendante va inhiber la voie VEGF-A/VEGFR2 des cellules voisines
(Carmeliet & Jain, 2011c). Le bourgeonnement, pour s’étendre sur la face capillaire
adluminale, doit se frayer un chemin au travers de la membrane basale capillaire. Aprés 7 a
10 jours d’entrainement, une surexpression des MMPs a été rapportée (Haas et al., 2000;
Ispanovic & Haas, 2006; Rullman et al., 2009). Cette surexpression des MMPs induit une lyse
de la membrane basale et la création d’une bréche au travers de laquelle le bourgeon de
cellules endothéliales migre (cellules de la pointe) et prolifere (cellules de la tige) sous I’action
du VEGF-A. De plus, les MMPs, notamment MT1-MMP, vont jouer un réle clef dans I'ouverture
de la lumiére vasculaire dans ce bourgeon (Stratman et al., 2009). Une fois le bourgeon
connecté avec un autre segment vasculaire et la lumiére créée, la croissance du bourgeon est

stoppée et la maturation du tube vasculaire commence.

La phase tardive de stabilisation vasculaire est favorisée par un retour au niveau pré-
entrainement de I’expression d’un certain nombre de facteurs pro-bourgeonnement dont le
VEGF-A et ’Ang2 aprés 4 a 6 semaines de réentrainement (Hoier et al., 2012; Lundby et al.,
2006; Olenich et al., 2013; Richardson et al., 2000). De la méme facon, I'activité des MMPs,
accrue apres 10 jours d’entrainement, ne I'est plus aprés 5 semaines (Timmons et al., 2005b).
Al'inverse, on observe apres 6 semaines d’entrainement une élévation des niveaux basaux de
TSP-1 (Timmons et al., 2005a). Au niveau de l|'ultrastructure capillaire, alors que des
bourgeons sont visibles apres quelques jours de stimulation musculaire (Egginton et al., 2001;

Hansen-Smith et al., 1996) leur nombre n’apparait plus augmenté apres 8 semaines de
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réentrainement (Baum et al., 2015). Au contraire, la couverture péricytaire est quant a elle
augmentée apres ces 8 semaines (Baum et al., 2015). Le recrutement des péricytes au niveau
du néovaisseau est sirement I'élément le plus notable de la phase de maturation et de
stabilisation vasculaire (Jain, 2003). L'augmentation de la couverture péricytaire va favoriser
I'activation du TGF-B, du fait de contacts hétérotypiques entre cellules endothéliales et
péricytes ainsi que I'expression de I’Angl, produite par les péricytes. De maniére cohérente,
apres 6 semaines d’entrainement, les niveaux basaux d’Angl et de TGF- ont été retrouvés
augmentés (Timmons et al., 2005a). Le TGF-B va réduire |'effet mitogénique du VEGF-A et
I’endocytose des jonctions VE-cadhérine alors que I’Angl va assurer la survie des cellules
endothéliales compensant la réduction du signal VEGF-A. L’accroissement de la couverture
péricytaire va de plus jouer un réle clef dans la formation de la membrane basale, stabilisant
le néovaisseau (Stratman et al., 2009). Une absence de couverture péricytaire a ce stade va
au contraire engendrer une prolifération aberrante des cellules endothéliales et un
accroissement de la perméabilité vasculaire, menant a une vascularisation anormale qui
s’accompagne d’une apoptose endothéliale et d’une régression capillaire (Hellstrom et al.,

2001).

2.2.5 Les défauts de I'angiogenese musculaire induite par le réentrainement dans la

BPCO et leurs conséquences

Les stimuli pro-angiogéniques que nous venons d’énoncer sont des processus précis et
pouvant étre perturbés par des atteintes extérieures. Ainsi, la présence d’'une maladie
chronique ou aiglie sous-jacente est de nature a perturber I'angiogenése musculaire. En effet,

le diabéte ou ’AOMI affectent quantitativement I'angiogenése induite par I'entrainement.

La BPCO ne fait pas exception a cette regle. En effet, plusieurs études non contrélées n’ont
pas observé d’amélioration du réseau capillaire chez les patients BPCO en réponse au
réentrainement (Costes et al., 2015; lepsen et al., 2016a; Whittom et al., 1998). Cette absence
de réponse a été observée malgré le test de plusieurs modalités de réentrainement, en
résistance ou en endurance durant 8 semaines (lepsen et al., 2016a), ou le prolongement du
réentrainement en endurance jusqu’a 10 semaines (Whittom et al.,, 1998). De maniére

intéressante, le statut hypoxémique ou non des patients BPCO semble étre un déterminant
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de la réponse angiogénique. En effet, aprés 2 mois de réentrainement a I'effort a une intensité
modérée, seuls les patients BPCO non-hypoxémiques présentaient une augmentation de la
capillarisation musculaire. Une partie de la réponse angiogénique a I’entrainement est médiée
par 'activation hypoxie-dépendante de la voie du facteur hypoxique inductible 1 (HIF1). En
cas d’hypoxie chronique, un effet contraire est observé avec une réduction de la production
de facteurs pro-angiogéniques et de la prolifération des cellules endothéliales (Olszewska-
Pazdrak et al., 2009). Ainsi, si I’hypoxie aiglie est pro-angiogénique, I’hypoxie chronique chez
les patients BPCO hypoxémiques pourrait limiter I'angiogeneése induite par le réentrainement.
Cependant, dans I'étude de Costes et al. (Costes et al., 2015), les patients hypoxémiques et
non-hypoxémiques n’étaient pas appariés sur la sévérité, appariement tres délicat a réaliser
dans ce contexte, avec des patients hypoxémiques plus sévéres. Ainsi, les disparités de

réponse chez les patients BPCO pourraient étre expliquées par la sévérité de la maladie.

Peu d’études contrélées ont comparé la réponse angiogénique musculaire des patients BPCO
a celle de sujets sains contréles. Comparé a des sujets sains controles, il a été montré que
I’expression basale de VEGF-A, Angl et Ang2 était réduite chez les patients BPCO, laissant
suspecter une réduction du potentiel angiogénique chez ces patients (Gagnon et al., 2014).
De méme, nous avons montré que la réponse angiogénique a 5-6 semaines de
réentrainement a lI'effort mixte a une intensité modérée chez les patients BPCO était
émoussée, avec des gains deux fois inférieurs a ceux des sujets sains contréles de méme
age, sexe et niveau d’activité physique (Gouzi et al., 2013). De maniére intéressante, les gains
de V'O, et d’endurance musculaire étaient également émoussés chez ces patients et corrélés
aux gains de capillarisation (Gouzi et al., 2013). Ainsi, il est possible que ces gains puissent étre

limités par une angiogenese défectueuse.

De la méme fagon, I'angiogenése émoussée chez les patients BPCO a été associée a un
défaut d’adaptation de la pression artérielle maximale d’effort (Gouzi et al., 2016a).
L’hypertension artérielle d’effort est une dysfonction précoce menant, en I'absence de prise
en charge, au développement de I'hypertension artérielle de repos et de son lot de
conséquences cardiovasculaires (Miyai et al., 2002). Nous avons vu au point 1.7.3 que la
réhabilitation ne présentait qu’un effet limité sur les atteintes vasculaires pré-cliniques et sur
la prévention du risque cardiovasculaire chez les patients BPCO. Sachant que pres de la moitié

des patients BPCO présentent de I'hypertension artérielle de repos (Vanfleteren et al., 2013b),
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la prévention de cette derniere par I'exercice lors de la réhabilitation respiratoire est

importante.

Malgré un nombre limité de données, celles-ci semblent converger vers une limitation de la
réponse angiogénique musculaire en réponse au réentrainement a |'effort chez les patients
BPCO, avec des conséquences sur I'adaptation de la tolérance a I'effort et de la pression

artérielle.

Cependant, certaines limites demeurent dans la compréhension des mécanismes
physiopathologiques de cette atteinte de I’angiogenése musculaire dans la BPCO. Au vu de
la complexité des phénomeénes physiologiques mis en jeu, les hypothéses et les mécanismes
potentiels sont nombreux. Actuellement, les études basées sur [’histo-morphologie
musculaire ne permettent pas de privilégier une hypothese. L'analyse de facteurs
angiogéniques musculaires a un instant donné ne peut rendre compte de la globalité d’un
phénomeéne dynamique et d’un déséquilibre de la réponse angio-adaptative. Dans d’autres
pathologies ou conditions, les hypothéses et mécanismes défaillants ont pu étre précisés par
I'étude du remodelage ultrastructural des capillaires sanguins musculaires et de leurs

différentes composantes.

Etant donné les limites des études actuelles pour cibler des hypothéses et mécanismes
physiopathologiques en cause dans le défaut d’angiogenése dans la BPCO, une étape de
description détaillée de I’angiogenése par une approche morphologique spécifique apparait

indispensable a la compréhension de I’angiogenése anormale chez le patient BPCO.
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Résumé du chapitre 2

En régulant Papport et la diffusion de 'oxygene mais également la redistribution des
résistances vasculaires périphériques, la capillarisation musculaire joue un réle clef

dans la V'O, la tolérance a 'effort et la régulation de la pression artérielle.

Chez le patient BPCO, une raréfaction de la capillarisation musculaire a été mise en
évidence et représente donc une cible dans la prise en charge des répercussions de la

maladie sur le systeme cardiovasculaire et la tolérance a I'effort.

L’augmentation de la capillarisation musculaire se fait au travers dun processus
d’angiogenese, qui est le fruit d’une orchestration cellulaire et moléculaire précise qui
peut ctre stimulée par le réentrainement a leffort. Cette angiogencse s’établit
notamment au travers de deux principales phases, une phase de création et une phase
de maturation. Chez le patient BPCO, l'angiogencse musculaire induite par le

réentrainement a Peffort apparait émoussée.

Les défauts de capillarisation et d’angiogenése musculaire chez le patient
BPCO n’ayant été décrits qu’au niveau histologique, il est difficile d’en
identifier les causes et les mécanismes physiopathologiques. Une étape
d’étude ultrastructurale de ’angiogenése au cours du réentrainement apparait
indispensable pour cibler certains mécanismes et préciser les hypothéses que

nous proposons dans cette thése.
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Chapitre 3. Vers une meilleure

compréhension des altérations capillaires du

patient BPCO

Nous avons vu au chapitre précédent I'importance de la capillarisation et de I'angiogenése
musculaire dans la régulation de la consommation d’oxygéne et de la pression artérielle au
niveau musculaire. Nous avons également fait le constat que ces éléments étaient altérés chez
le patient BPCO mais malheureusement mal décrits. L’étude ultrastructurale de la
capillarisation musculaire est une stratégie d’analyse ayant fait ses preuves dans la mise en
évidence d’éléments physiologiques ou pathologiques régulant la capillarisation musculaire

et sa réponse angiogénique sous I'effet du réentrainement a I'effort.
3.1.1 Intérét de I'étude ultrastructurale

Si I’étude du nombre de capillaires sanguins et de la surface de contact entre capillaires et
myocytes nous renseigne en partie sur la capacité de diffusion de I’'oxygene, cette approche
ne donne que des renseignements partiels. En effet, des altérations des structures
composant les capillaires sanguins peuvent également perturber I’apport ou la diffusion de
I'oxygéne. Parallelement, des défauts d’interactions cellulaires visibles seulement au niveau
ultrastructural peuvent étre révélateurs de capillaires dysfonctionnels ou plus prompts a

régresser sous I'effet de perturbations extrinséques.
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Les capillaires sanguins se composent de quatre structures principales que sont la lumiére
du vaisseau, I’endothélium, la membrane basale et, incorporés dans cette membrane, les
péricytes (Figure 11). Ces derniers sont des cellules périvasculaires aux nombreuses fonctions
qui seront présentées en détail au point 3.2. Sous I'action d’éléments perturbateurs comme
la sénescence due a I'avancée en age, des perturbations du contrble nerveux sympathique ou
des changements dans les forces hémodynamiques et/ou dans les pressions locales en
oxygene, I'intégrité fonctionnelle des capillaires peut étre modifiée (Bigler et al., 2016). Parmi
les modifications ultrastructurales les plus rapportées, on retrouve un épaississement du mur
capillaire (endothélium + membrane basale), un rétrécissement ou une dilatation de la
lumiere ainsi qu’une perte d’interaction entre péricytes et endothélium. Nous avons discuté
plus haut du role critique qu’occupe I'espace séparant le GR du sarcolemme dans la diffusion
de I'O,. Ainsi, la mise en évidence lors de I'étude ultrastructurale des capillaires d’un
épaississement du mur capillaire nous renseigne sur une élévation de la distance de diffusion,

au travers de la «région sans transporteurs », et donc d’une perturbation de I'apport

myocytaire en O,.

Figure 11. Ultrastructure capillaire musculaire. Gauche : Photographie d’un capillaire sanguin
musculaire en microscopie électronique a transmission. Droite : Représentation schématique
des différentes structures capillaires et musculaires visibles sur la photo de gauche.
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En association ou non avec une raréfaction capillaire, cette information peut ouvrir une piste
mécanistique quant a la compréhension d’un défaut de V'O, chez un patient. De la méme
facon, il est possible de lier des informations concernant le nombre de capillaire et leur
ultrastructure. Par exemple, les péricytes jouent un réle essentiel dans la stabilisation et la
survie capillaire (role développé au point 3.2.2), limitant la régression capillaire au minimum
nécessaire. Ainsi, une perte d’interaction péricyte/endothélium au niveau ultrastructural
pourrait étre une voie explicative d’une raréfaction capillaire, documentée lors d’'une analyse
plus conventionnelle de la capillarisation musculaire. La nature complémentaire et
informative de I’étude ultrastructurale capillaire en fait un outil de choix pour observer plus
en détail les répercussions d’'un certain nombre de pathologies sur la capillarisation

musculaire.

3.1.2 Remodelage de 'ultrastructure capillaire musculaire en condition pathologique

L’étude ultrastructurale apporte des informations précises sur le plan des atteintes
capillaires en condition pathologique et peut révéler un remodelage anormal de certaines
structures capillaires spécifiques a I’état de base. Ainsi, il a été démontré une augmentation
du nombre de capillaires sanguins musculaires présentant une lumiere collabée, en fente,
dans le cadre de pathologies comme l|'artériopathie oblitérante des membres inférieurs
(AOMI) (Baum et al., 2016). Mais aussi, le diamétre moyen de la lumiéere capillaire musculaire
est réduit dans I’hypertension ou dans le diabéete (Gliemann et al., 2015; Kindig et al., 1998).
Or,il a été montré une étroite relation entre la vitesse du flux de GR et le diametre de la
lumiere capillaire (Kindig et al., 1998). Sachant que le flux de GR est un déterminant de la
DmO; (Poole et al., 2013), cette réduction de diamétre luminal est de nature a perturber
fortement I'oxygénation musculaire. De plus, ce rétrécissement engendre une augmentation
des résistances microvasculaires au flux, favorisant la survenue de phénomeénes
d’hypertension artérielle (Kindig et al., 1998). Parmi les causes de ce rétrécissement luminal,
la contribution de phénomenes tels que le gonflement de cellules endothéliales ont été
avancés dans le cadre du diabete et de ’AOMI (Baum & Bigler, 2016). Ce gonflement, bien que
mal compris, semblerait étre lié aux phénomenes locaux d’acidose (Baum & Bigler, 2016),

indiquant un cercle vicieux dans la perturbation des capacités oxydatives musculaires.
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Un épaississement de la membrane basale des capillaires musculaires est également
retrouvé fréquemment dans différentes maladies chroniques, telles ’AOMI, le diabete ou
I’hypertension artérielle (Baum & Bigler, 2016; Gliemann et al., 2015; Kindig et al., 1998).
L’épaississement de la membrane basale apparait aussi lors de I'lavancée en age (Bigler et al.,
2016). Comme indiqué précédemment, cet épaississement a pour conséquence premiére une
réduction de la capacité de consommation de l'oxygéne musculaire. D’autre part, cet
accroissement de |’épaisseur de la membrane basale va engendrer une moindre compliance
du mur capillaire. Ce phénomeéne peut étre impliqué dans une perturbation de la distensibilité
des vaisseaux sous 'effet de 'augmentation de la pression hémodynamique et favoriser la
survenue d’hypertension artérielle (Gliemann et al., 2015). De plus, cette perte de compliance
peut induire une perte de sensibilité de I'endothélium aux stimuli tels que les forces de
cisaillement, connues pour stimuler I'angiogenese (Baum & Bigler, 2016). Confortant cette
idée, une réduction de I'épaisseur de la membrane basale a été retrouvée chez les personnes
augmentant leur capillarisation musculaire sous I'effet de I'entrainement mais pas chez les
personnes chez qui ce processus était défaillant (Baum et al., 2015). L’épaississement de la
membrane basale peut se produire sous l'influence de plusieurs processus sous-jacents de
pathologies chroniques. Par exemple, le stress oxydant tout comme I’hyperglycémie (dans le
cadre du diabéte) induisent des glycations du collagéne composant la membrane basale, le
rendant résistant a la protéolyse et favorisant son accumulation (Baum & Bigler, 2016).
L’hypoxie quant a elle réduit la protéolyse au niveau de la membrane basale (Carmeli et al.,
2004) alors que lI'inflammation et le stress oxydant augmentent le débit de production de
collagene (E. Di Marco et al., 2013). Enfin, durant I’exercice, le capillaire sanguin musculaire
est exposé a de considérables forces hémodynamiques et le maintien de I'intégrité capillaire
est notamment assuré par la connexion mécanique entre péricytes et cellules endothéliales
via un systeme d’interdigitations. La perte de contact péricyte/endothélium pourrait
engendrer une augmentation compensatoire de |'épaisseur de la membrane basale pour
résister aux forces mécaniques (Bigler et al., 2016). Une perte de connexion a par ailleurs été
mise en évidence dans le cadre du diabéte, sous I'effet notamment du stress oxydant et de

I'inflammation (Hayden et al., 2010).

Les patients BPCO présentent une élévation des niveaux musculaires d’inflammation et de

stress oxydant (Montes De Oca et al., 2008), une fréquente hypoxémie ainsi qu’une altération
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du réseau capillaire, présentée précédemment. Malgré cela, a notre connaissance, aucune
étude n’a porté ses travaux sur l'analyse de l'ultrastructure des capillaires sanguins

musculaires dans le cadre de la BPCO.

3.1.3 Remodelage de I'ultrastructure capillaire musculaire en réponse a I'entrainement

L’ultrastructure des capillaires sanguins musculaires peut étre modifiée sous I'effet de
pathologies mais également d’interventions comme le réentrainement a I'effort. L'étude
ultrastructurale a entre autres permis de trouver des liens entre certaines modifications
ultrastructurales et I'efficacité du processus angiogénique musculaire. En effet, si les
pathologies chroniques engendrent des défauts de l‘ultrastructure capillaire, le
réentrainement a I'effort permet dans certains cas une correction de ces défauts. Dans le cas
de I'hypertension, un réentrainement en endurance de 8 semaines a intensité modérée
permet une augmentation de 15% de I'aire luminale capillaire et un affinement de 17% de la
membrane basale, rétablissant ces parameétres a des valeurs similaires aux sujets sains
contréles (Gliemann et al., 2015). Ces résultats s’"accompagnent d’'une hausse de 15% de la
capillarisation musculaire. Chez des patients diabétiques, 8 a 10 mois de réentrainement a
I'effort permettent également de réduire I'épaississement de la membrane basale (Peterson

et al., 1980).

Chez des sujets sains, un entrainement en endurance de 8 semaines a une intensité élevée
permet une augmentation de I’épaisseur de I’endothélium, un affinement de la membrane
basale et une augmentation de la couverture péricytaire (Baum et al., 2015). Or, nous avons
vu que la couverture péricytaire est un élément clef de la seconde phase d’angiogenese,
permettant I'acquisition d’une capillarisation viable et fonctionnelle. Confirmant ces
éléments, il a été montré par des analyses ultrastructurales que, au terme d’un entrainement
au long-cours, seuls les patients ayant augmenté leur capillarisation de plus de 10%
présentaient également des gains de couverture péricytaire (Baum et al., 2015). Ces résultats
nous confortent dans la nature complémentaire de I'analyse ultrastructurale et nous
indiquent que des facteurs cellulaires, notamment péricytaires, pourraient étre impliqués

dans les défauts de réponse angiogénique au réentrainement a I'effort chez le patient BPCO.
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Nous avons vu au chapitre 1 que les facteurs médiant |'effet délétere de la BPCO sur le systeme

vasculaire les plus probables sont des facteurs circulants systémiques de la BPCO.

Ainsi, nous pouvons formuler une premiere hypothese pour expliquer le défaut d’angiogenese

en réponse a I'exercice chez le patient BPCO :

Hypothése 1 :

Des défauts d’adaptation de la couverture péricytaire sont impliqués dans
I’angiogenése émoussée lors du réentrainement a I’effort chez le patient
BPCO et résultent d’effets déléteres de facteurs circulants de la BPCO.

3.2 Les péricytes dans I'angiogenése émoussée du patient BPCO

3.2.1 Définition

Les péricytes sont des cellules périvasculaires qui entourent les capillaires sanguins. Ces
cellules possedent de longs processus cytoplasmiques leur permettant de couvrir le capillaire
mais pouvant également connecter des capillaires voisins. Les péricytes sont inclus dans la
membrane basale couvrant le capillaire, participant au passage au maintien de l'intégrité de
cette derniere. Des interdigitations entre pericytes et cellules endothéliales permettent de
garantir l'intégrité structurale du capillaire mais également un échange paracrine de

molécules via des jonctions communicantes.

Les péricytes représentent une population de cellules complexe et leur identification via des
marqueurs biochimiques a longtemps été discutée. En effet, il n’existe pas a ce jour de
marqueur spécifique des péricytes. Les péricytes s’inscrivant dans la continuité des cellules
musculaires lisses artérielles d’un point de vue anatomique, leur identification était réalisée
au travers de l'expression de l'actine des muscles lisses alpha (a-SMA). Cependant,
I'identification des péricytes via ce marqueur peut étre source d’erreur. En effet, I’a-SMA n’est
pas exprimée au sein des péricytes les moins matures ayant pourtant une contribution
significative dans le processus d’angiogenése (Stallcup, 2018). Dans I'optique d’étudier le role

des péricytes lors de processus tels que I'angiogenése, I'évaluation des péricytes se doit d’étre
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réalisée a 'aide de marqueurs péricytaires plus précoces pour ne pas écarter la participation
des péricytes moins matures. Parmi ces marqueurs, le récepteur au PDGF-BB (PDGFR-B) ainsi
que l'antigéne protéoglycan neural/glial 2(NG2) apparaissent comme particulierement
intéressants et trés majoritairement utilisés (Ozerdem et al., 2001; Stallcup, 2018), le NG2
présentant |'avantage de n’étre exprimé que par les péricytes durant un processus

d’angiogenése (Ozerdem et al., 2001).

3.2.2 Les péricytes comme élément essentiel du processus d’angiogenese.

Nous avons évoqué précédemment que la phase de maturation capillaire est un élément
crucial assurant la viabilité et la fonctionnalité des néovaisseaux, et que les péricytes jouent
un role de premier plan durant cette phase. En effet, des études montrent que la stabilisation
vasculaire coincide temporellement avec la couverture péricytaire (Bergers & Song, 2005) et
gue cette couverture péricytaire confere aux capillaires néoformés une plus grande résistance

a la régression ultérieure (Benjamin et al., 1998).

Une étape clef vers la pérennité d’un capillaire nouvellement formé est I’acquisition d’une
membrane basale continue couvrant la face extérieure de I'’endothélium. La création de
cette membrane apparait au méme moment que 'acquisition de la couverture péricytaire
(Blood & Zetter, 1990). De plus, les interactions péricyte/endothélium ont été montrées
comme essentielles dans la synthese des composants de la membrane basale capillaire, telles
gue les laminines (Stratman et al., 2009). Ce contact va stimuler la production péricytaire des
TIMP-3 et endothéliales des TIMP-2 (Stratman et al., 2009). Ces TIMP inhibent I'action des
MMPs, empéchant ainsi la lyse de la membrane basale néoformée et I'élagage des tubes

vasculaires encore immatures (Stratman al., 2009).

En produisant I’Angl, les péricytes sont également responsables de la survie endothéliale
(Teichert et al., 2017b). Une suppression de la signalisation Angl-dépendante entre péricytes
et cellules endothéliales résulte en une couverture péricytaire réduite et d’importantes
anomalies capillaires (Hellstrom et al., 2001; Teichert et al., 2017b). En effet, au-dela de son
réle dans la survie capillaire, la couverture péricytaire limite la prolifération et la perméabilité

endothéliale en inhibant, via I'action d’Angl et de TGF-B, I'endocytose des jonctions VE-
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cadhérines et I'action pro-mitotique du VEGF-A (Carmeliet & Jain, 2011a; Jain, 2003). Ainsi,
une suppression de la couverture péricytaire durant I'angiogenese aboutit a la formation de
capillaires aberrants, présentant de nombreuses fuites pouvant étre a I'origine d’cedémes par
la suite (Hellstrom et al., 2001). Du fait d’une prolifération non régulée des cellules
endothéliales, les néo capillaires sans couverture péricytaire sont également associés a un
endothélium anormalement épais, réduisant I'aire de la lumiére vasculaire (Hellstrom et al.,

2001).

Au niveau musculaire, I'inhibition de la prolifération des péricytes abolit I'angiogeneése
induite par surcharge musculaire (Naylor et al., 2014). En effet, nous avons vu que la création
d’un néovaisseau nécessite I'établissement d’une couverture péricytaire de novo de ce
bourgeon et donc une prolifération péricytaire importante (Carmeliet & Jain, 2011a). Le fait
gue le blocage de la prolifération des péricytes abolisse I'angiogenése par bourgeonnement

souligne le role clef des péricytes et de leur recrutement dans ce processus.

Au total, des dysfonctions de la couverture péricytaire durant I’angiogenése sont associées
a une plus grande régression capillaire et a I'obtention de néovaisseaux perméables et
aberrants. Parallelement, les péricytes pourraient jouer un réle vasoactif contribuant a

I’'homéostasie vasculaire pendant et en dehors de I'angiogeneése.

3.2.3 Le réle vasoactif des péricytes

Les péricytes sont des cellules comportant I'essentiel de la machinerie intracellulaire
nécessaire a la contraction et a la dilatation vasculaire, soit des filaments d’actines que I'on
retrouve habituellement dans le muscle lisse, et apparaissent comme des acteurs potentiels
de la modulation du diameétre et du flux capillaire (Herman & D’amore, 1985). Ce role vasoactif
fat renforcé par la preuve de réponse dilatatrice et constrictive des péricytes au niveau
musculaire, en réponse a des agents pharmacologiques ex-vivo (Tilton et al., 1979). Nous
avons vu au point 2.1.2 que la régulation du flux sanguin musculaire était sous le contréle des
capillaires, jouant le role de senseurs métaboliques. Ainsi, I'idée d’une régulation de I'apport

sanguin musculaire directement in situ par les péricytes en parallele de la régulation bottom-
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up (i.e. les signaux d’origine capillaire induisant la dilatation des artéres en amont) est une

hypothese plausible.

Le role vasoactif des péricytes a été démontré dans d’autres organes que le muscle. En effet,
un certain nombre d’études récentes ont exploré le réle de la constriction péricytaire durant
les processus d’ischémie-reperfusion cérébraux, caractérisant les accidents vasculaires. Au
terme de l'ischémie, les péricytes présentent une contraction persistante et limitent la
reperfusion ultérieure (Hall et al., 2014; Kisler et al., 2017; Yemisci et al., 2009). De plus, ce
role fOt élargi a d’autres organes que le cerveau comme le coeur ou il participerait a la
physiopathologie de la nécrose post-infarctus myocardique (O’Farrell & Attwell, 2014). Au-
dela de ces rbles pathologiques, il a été montré que les péricytes régulent physiologiquement
I’'apport sanguin local au niveau cérébral et pancréatique, controlant ainsi le métabolisme et
I'apport d’O; (Almaca et al., 2018; Hall et al., 2014; Kisler et al., 2017), une perte de couverture
péricytaire menant par ailleurs a un découplage entre les apports et les besoins métaboliques

neuronaux (Kisler et al., 2017).

Au niveau musculaire, le réle vasoactif des péricytes n’a que trés peu été étudié. Toutefois,
certaines études montrent des arguments en faveur de ce réle au niveau musculaire. Il a été
montré qu’en cas d’élévation de la pression artérielle, les cellules endothéliales capillaires
agissent comme senseurs et produisent des molécules vasodilatatrices telles que le peptide
naturel C-type (CNP) (Kuhn, 2016). Ces molécules ont pour but d’accroitre le flux sanguin
capillaire, permettant une meilleure répartition du volume sanguin et une diminution de la
pression artérielle. Contrairement au modéle couramment avancé dans le cadre de la
régulation du flux sanguin capillaire musculaire, le CNP endothélial n’induit pas de dilatation
du muscle lisse artériolaire en amont mais agit directement sur les péricytes, de maniere
paracrine (Spiranec et al., 2018). Ainsi, en réponse a une hyperémie musculaire locale, les
capillaires sont capables de se dilater, via une communication paracrine
endothélium/péricyte et sous I'action dilatatrice des péricytes (Spiranec et al., 2018). De
maniere intéressante, a l'instar de leurs homologues artérielles que sont les cellules
musculaires lisses, les péricytes semblent se dilater via une signalisation intracellulaire
dépendante de la voie du 3’,5’ guanosine monophosphate cyclique(GMPc) (Spiranec et al.,
2018). Cette voie du GMPc induit physiologiguement une diminution des niveaux calciques

intracellulaires et limite la contractilité cellulaire. Ces résultats de I’effet du CNP sur les flux
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calciques et la voie de la GMPc ont été confirmés chez les souris présentant une inhibition
spécifique du GMPc péricytaire (Spiranec et al., 2018). En paralléle, une autre étude a évalué
la régulation du tonus capillaire musculaire par les péricytes (Methner et al., 2019). Cette
étude a montré a 'aide d’imagerie bi-photon que les péricytes induisent une contraction
capillaire en réponse a des agonistes de constriction capillaire tels que I’ATP. Cette contraction
agit sur 'ensemble des sections capillaires couvertes par des processus cytoplasmiques ou des
corps cellulaires péricytaires et non pas uniqguement au niveau de sphincters pré-capillaires
comme imaginé initialement. De maniére trés intéressante, il a été démontré que sur un
méme capillaire, seules les portions couvertes par les péricytes subissaient une contraction
sous |'effet de I’ATP. De la méme manieére, une réduction de la réponse constrictive capillaire
a I’ATP chez des souris ayant subi une délétion partielle de la couverture péricytaire capillaire
musculaire a été observée (Methner et al., 2019). Ces études confirment que les péricytes

sont des régulateurs du flux capillaire musculaire et des résistances vasculaires périphériques.

Ces découvertes questionnent ainsi les conséquences d’une perte de couverture péricytaire
en condition pathologique ainsi que l'intérét de cibler I'augmentation de la couverture
péricytaire en parallele du nombre de capillaires dans le cadre de thérapies pro-

angiogéniques.

3.2.4 Effet du réentrainement a I'effort sur la couverture péricytaire

Nous avons vu que I'angiogenése musculaire était stimulée par le réentrainement a I'effort. Il
a précédemment été montré dans un contexte d’ischémie du membre inférieur qu’une
augmentation de la couverture péricytaire en paralléle de I'augmentation du nombre de
capillaire est requise pour obtenir les gains de perfusion musculaire escomptés a la suite du
processus d’angiogenése musculaire (Caporali et al., 2015; Chen et al., 2013; Chen et al.,
2018; Qin et al., 2013). L'effet de I'entrainement sur la couverture péricytaire des capillaires
sanguins musculaires a malheureusement trés peu été étudié. Cependant, la seule étude a
notre connaissance ayant étudié la couverture péricytaire de sujets sains au cours du
réentrainement a I'effort a observé une élévation de la couverture péricytaire au terme des 8
semaines d’entrainement en endurance a une intensité élevée (Baum et al., 2015). Au vu du

role de la couverture péricytaire dans dans I'apport sanguin musculaire discuté précemment,
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et ainsi dans l'apport d’0O; et de nutriments, une réduction de la couverture péricytaire
baseline ou une altération de I'augmentation de cette derniére a I'entrainement a contrario
pourrait avoir des conséquences sur le couplage vasculo-métabolique musculaire (Attrill et al.,
2020). Ce découplage vasculo-métabolique, soit une différence d’apport d’O; et de nutriment
au regard de la demande tissulaire, a par ailleurs déja été observé au niveau cérabrale suite a

une réduction de la couverture péricytaire (Kisler et al., 2017).

3.2.5 Les maladies chroniques comme facteurs de détérioration péricytaire

De nombreuses maladies chroniques sont associées a des troubles au niveau de la
couverture péricytaire. L'inflammation et le stress oxydant représentent le dénominateur
commun d’un grand nombre de pathologies chroniques. De plus, ces facteurs sont la plupart
du temps avancés comme facteurs explicatifs des défauts péricytaires apparaissant dans le

cadre de maladies chroniques.

Pathologie chronique

RN

Inflammation Stress oxydant
Cx43 Péricyte Ang2

Notch3/Jagged1 :
Y

Différenciation Détachement Apoptose

I | }

Défaut de couverture péricytaire

v v i
Régression Perméabilité Vasoréactivité
capillaire vasculaire capillaire

Figure 12. Causes et conséquences d’une réduction de la couverture péricytaire dans les
pathologies chroniques.

En effet, 'inflammation engendre une répression de I’expression génique d’un grand
nombre de facteurs essentiels aux interactions péricytes/capillaires. Parmi eux, on retrouve

par exemple la connexine 43 (Cx43) qui a été montrée comme incontournable dans la
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formation de jonctions communicantes entre cellules endothéliales et péricytes, garants du
maintien de la couverture péricytaire (Hirschi et al., 2003). Une suppression de |'expression
de ces connexines a pour conséquence une réduction drastique de la couverture péricytaire
(Sato et al.,, 2002). Or, il a été montré par ailleurs qu’un traitement induisant de
I'inflammation, le lipopolysaccharide (LPS), abolit I’expression de la connexine 43 (Fernandez-
Cobo et al.,, 1999). L'inflammation est connue d’autre part pour induire une élongation des
péricytes (Klement et al., 2018a), promouvant ainsi leur détachement et leur migration hors
de la zone capillaire. Enfin, la voie Notch3/Jagged-1 est également importante dans la
différenciation des péricytes ainsi que dans le maintien de la quiescence vasculaire et dans la
prévention du détachement des péricytes (Hirschi et al., 2003). Une exposition a
I'inflammation induit une répression de cette voie et une perte des péricytes (Kofler et al.,

2015).

Le stress oxydant quant a lui génére un stress péricytaire pouvant mener a la mort de ces
cellules et a une diminution de la couverture péricytaire (Cacicedo et al., 2005; Garcia-
Quintans et al., 2016; Hayden et al., 2010). En particulier, les isoprostanes, des produits de
I'oxydation des lipides par les espéeces réactives de |'oxygene, ont été impliqués dans
I'apoptose péricytaire (Cacicedo et al., 2005). L'inhibition des isoprostanes permet au
contraire de prévenir la perte de couverture péricytaire dans un contexte diabétique (Tsai et
al., 2009). Le stress oxydant engendre également une élévation des niveaux d’Ang2 (Mofarrahi
et al., 2013). Nous avons vu précédemment qu’un déséquilibre dans le ratio Angl/Ang2
pouvait mener a une déstabilisation vasculaire et a un détachement des péricytes (Teichert et
al., 2017b). Enfin, il a été montré que I'activité de la eNOS était essentielle au recrutement des
péricytes au niveau capillaire (Yu et al., 2005). Une inhibition de cette activité résulte en une
réduction drastique de la couverture péricytaire et du nombre de capillaires perfusés (Yu et
al., 2005). L'activité de la eNOS étant réduite par le stress oxydant (Griendling & FitzGerald,
2003), elle pourrait étre un médiateur important de I'effet du stress oxydant sur la couverture

péricytaire.

Enfin, les péricytes peuvent étre des médiateurs de manifestations cliniques aigiies ou
chroniques de pathologies au long cours. En effet, le role de la perte de péricytes dans la
rétinopathie diabétique est un élément central dans la prise en charge de cette manifestation

pathologique et a fait I'objet de nombreuses recherches (Ejaz, 2007; Hammes et al., 2004;
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Pfister et al., 2008). Au niveau cérébral, le péricyte est garant de I'efficacité de la barriere
hémato-encéphalique. Une perturbation de la couverture péricytaire capillaire a ce niveau
semble étre incriminée dans de plus en plus de pathologies d’origine cérébrale, de la maladie
d’Alzheimer (Sagare et al., 2013) aux crises d’épilepsie (Klement et al., 2018b). Enfin, une
perturbation de la couverture péricytaire semble induire des manifestations pathologiques au

niveau glomérulaire et cardiaque (Bjarnegard et al., 2004).

Malgré ces nombreuses preuves sur des anomalies péricytaires dans les pathologies
chroniques, la présence de perturbations de la couverture péricytaire des capillaires
sanguins du muscle strié squelettique n’est que trés rarement explorée. Cependant, des
articles ont récemment mis en évidence une altération des interactions péricyte/capillaire
musculaires dans ’AOMI ou I'hypertension (Baum et al., 2020). De plus, des débris et une
dégénérescence des péricytes ont été trouvés au niveau du muscle de patients diabétiques
(Tilton et al., 1981). Cette « péricytopathie » musculaire du patient diabétique flt attribuée
aux effets néfastes du stress oxydant (Hayden et al., 2010). Chez le patient BPCO, la couverture
péricytaire des capillaires sanguins musculaires n’a jamais été explorée. Pourtant, les niveaux
accrus de stress oxydant et d’'inflammation, musculaires et circulants, chez ces patients (de
Oca et al., 2005; Pinto-Plata et al., 2012) laissent présumer des atteintes péricytaires a ce
niveau. De plus, des débris péricytaires ont été retrouvés au niveau endoneural chez ces
patients (Stoebner et al., 1989) tout comme des micro-hémorragies cérébrales spontanées
(Lahousse et al., 2015). Ces dernieres apparaissent dans un contexte d’atteinte péricytaire
comme en témoigne leur apparition fréquente chez les patients atteints d’artériopathie
cérébrale autosomique dominante avec infarctus sous-corticaux et leucoencéphalopathie
(CADASIL), une maladie caractérisée par une perte de péricytes cérébraux (Kofler et al., 2015).
Or, les patients CADASIL présentent également une perte péricytaire au niveau du muscle
squelettique (Lewandowska et al., 2010). Les patients BPCO pourraient ainsi suivre le méme
schéma d’atteinte. La population de patients BPCO est par ailleurs une population dgée et tres
fortement sédentaire (Watz et al., 2009). Or, I'immobilisation (Munroe et al., 2019) tout
comme l'avancée en age (Fukada & Kajiya, 2020a) ont toutes les deux étés incriminés dans la

réduction de la couverture péricytaire des capillaires musculaires.

Chez le patient BPCO, les facteurs circulants délétéres de la maladie, notamment

'inflammation et le stress oxydant, pourraient ainsi agir de concert pour induire un défaut
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de couverture péricytaire systémique, dont nous avons déja des indices indirects au niveau
cérébral et endoneural. Au niveau musculaire, cette perte de couverture péricytaire pourrait,
comme énoncé précédemment, réduire I'apport sanguin musculaire et mettre en péril la
viabilité capillaire. Les défauts de réponse a la réhabilitation des patients BPCO sur des aspects
d’angiogenese, d’endurance musculaire et de capacité aérobie pourraient ainsi résulter en

partie d’une altération des capacités de mobilisation des péricytes au niveau capillaire.

Au dela du péricyte, nous avons également pu évoquer dans le chapitre 2 le role clef joué par
la cellule musculaire squelettique dans I'orchestration de I'angiogenése musculaire induite par
le réentrainement a I'effort. Comme la cellule musculaire a été montrée dysfonctionnelle dans
la BPCO sur d’autres aspects de ces fonctions musculaires, nous pensons gu’elle pourrait, a
I'instar des péricytes, jouer un rble dans I'angiogenése émoussée du patient BPCO. Nous

avons donc formulé I’hypothése suivante qui sera détaillée dans le point suivant :

Hypotheése 2 :

La dysfonction musculaire et les anomalies de la réponse angiogénique de la
cellule musculaire a un stress simulant I'exercice expliquent I'’émoussement de
I'angiogenése musculaire en réponse au réentrainement des patients BPCO.

3.3Défauts de la cellule musculaire et altération de la réponse angiogénique chez le

patient BPCO.

3.3.1 L’intégration des signaux pro-angiogéniques au niveau musculaire

Le réentrainement a I'effort engendre un stress musculaire sur bien des aspects. Les cellules
endothéliales et les péricytes, ainsi que les cellules musculaires vont ainsi servir de senseurs,
intégrant ces différents signaux pro-angiogéniques et régulant une réponse angiogénique
proportionnée et adaptée. Dans le muscle, les principaux stimuli pro-angiogéniques décrits
sont les stress métaboliques et hypoxiques ainsi que ceux résultant d’'une augmentation des

forces de cisaillement et des contraintes mécaniques. Ce couplage précis entre ces stimuli et
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la réponse angiogénique permet une adéquation entre les besoins en nutriments et en

oxygene, larégulation des pressions sanguines périphériques et I'étendue du réseau capillaire.

L'intégration des stress métaboliques et hypoxiques dans la réponse angiogénique
musculaire est apparue comme principalement médiée par les cellules musculaires (Arany
et al., 2008; Chinsomboon et al., 2009). L'expression du coactivateur alpha du récepteur
gamma activé par les proliférateurs de peroxysomes (PGC1-a) au sein des myocytes joue un
réle central dans la réponse angiogénique musculaire en réponse a I’hypoxie et/ou au stress
métabolique. Bien que le PGC1l-a soit impliqué dans la biogenése mitochondriale, son réle
pro-angiogénique semble faire intervenir des isoformes de PGC1-a spécifiques n’ayant qu’un
réle limité dans la biogenése mitochondriale (Arany et al., 2008; Thom et al., 2014). Au niveau
des cellules musculaires, I'hypoxie engendre une surexpression du facteur HIF1 et
particulierement une stabilisation de sa sous-unité alpha, permettant son effet biologique. Or,
HIF1-a induit une surexpression de PGC1-a et va ainsi promouvoir une surexpression et une
exocytose importante de VEGF-A par les cellules musculaires (Birgitte Hoier & Hellsten, 2014;
Thom et al.,, 2014). Cependant, le role d’HIF1-a dans l’angiogenése musculaire reste
controversé, son inhibition induisant une augmentation de la capillarisation musculaire
(Mason et al., 2007). La régulation de I'angiogenése musculaire est apparue médiée par PGC1-
o mais via des voies HIF1-indépendantes, comme la voie des protéines kinases activées par
I’adénosine monophosphate (AMPK), majeure dans la régulation de la réponse a un stress

métabolique (Arany et al., 2008).

Durant une activité physique, une augmentation de la stimulation musculaire B-
adrénergique est bien documentée et participe a la régulation de la contractilité musculaire
(Hostrup et al., 2014). De maniere intéressante, cette stimulation a également montré un réle
majeur dans I'angiogenése musculaire induite par I'exercice en engendrant notamment la
surexpression de PGC1-q, induite par un promoteur génique alternatif (Chinsomboon et al.,
2009). Ainsi, I'angiogenése pourrait, au-dela du principe d’action/réaction des stress
métaboliques et hypoxiques, étre stimulée par anticipation des besoins musculaires en se
couplant a la stimulation musculaire B-adrénergique. Cette découverte pose bien entendu la
guestion des conséquences des traitements bétabloquants sur I'angiogenése musculaire des
patients BPCO avec comorbidités cardiovasculaires chez qui ils sont régulierement prescrits.

Enfin, il a été montré que I’étirement musculaire passif, sans activité électrique musculaire ni
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stress métabolique ou hypoxigque important, induisait un relargage de VEGF au niveau
interstitiel (Hellsten et al., 2008). Ainsi, une activation de la voie PGC1-a sous I'effet du stress

mécanique induit par I'étirement passif du muscle peut étre suspectée.

La surexpression de PGC1l-a au niveau myocytaire joue un role central dans I'intégration des
signaux pro-angiogéniques d’origine métabolique, hypoxique ou nerveuse au niveau musculaire.
Bien que les voies d’activation et les isoformes de PGC1-a different en fonction du stimulus, la

surexpression de PGC1-a induit toujours une surexpression de VEGF-A quel que soit le stimulus.
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Figure 13. Régulation de I'angiogenese musculaire par les cellules musculaires durant un

exercice musculaire

Cette surexpression du VEGF-A est médiée par le récepteur relatif aux cestrogenes alpha (ERR-
a) (Arany et al., 2008; Chinsomboon et al., 2009; Rowe et al., 2014). La production de VEGF-A
par les cellules musculaires lors d’un exercice musculaire est visible via une élévation trés

importante du contenu en VEGF-A dans le milieu interstitiel musculaire (Hoier et al., 2012).
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De plus, les souris surexprimant le PGC1-a montrent une surexpression musculaire de I’Ang2
et du PDGF-BB, favorisant ainsi d’autres aspects de la réponse angiogénique musculaire, en
promouvant a la fois la déstabilisation vasculaire et le recrutement péricytaire, essentiels a
une angiogeneése physiologique (Arany et al., 2008). De plus, le PGC1-a stimule le recrutement
péricytaire durant la maturation capillaire en produisant la phosphoprotéine sécrétée 1 (SPP1)
(Rowe et al., 2014). Ce facteur de chimio-attraction permet de recruter les macrophages qui
induisent la migration et le recrutement des péricytes via la production de la protéine

chimioattractante des monocytes 1 (MCP1)(Rowe et al., 2014).

Ainsi, des altérations des voies pro-angiogéniques au sein des cellules musculaires peuvent
étre a I'origine d’'un phénoméne d’angiogenése émoussée et de défaut de péricytes dans le

muscle.

3.3.2 Défaut de la cellule musculaire chez le patient BPCO

Nous avons décrit au point précedent le role clef de la cellule musculaire dans I'orchestration

de I'angiogenéese musculaire induite par le réentrainement a I'effort.

Chez le patient BPCO, de nombreuses anomalies spécifiques de la cellule musculaire ont
précédemment été décrites. A un niveau musculaire global, une atrophie musculaire est bien
documentée dans la BPCO (Jaitovich & Barreiro, 2018). De maniere intéressante, il a été
montré que ce phénotype atrophique était préservé au sein de cultures de myotubes isolés a
partir de prélevements musculaires de patients BPCO. L’altération de voies de signalisation au
sein de la cellule musculaire, notamment celles de I'autophagie et de la synthése protéique,
semblent expliquer ce défaut (Gouzi et al., 2018; Pomies et al., 2015, 2016). De maniere
interessante, les défauts moléculaires constatés au niveau musculaire global concordent avec
les anomalies mises en évidence sur la cellule en culture (Doucet et al., 2007; Plant et al.,
2010). Comme les cellules musculaires BPCO ont été montrées plus sensibles a I'effet nocif du
stress oxydant (Gouzi et al., 2018; Pomieés et al., 2015, 2016) il est possible de suspecter
I'altération d’autres voies intra-cellulaires de la cellule musculaire chez le patient BPCO, et

notamment celles menant a la création de stimuli pro-angiogéniques pour les capillaires.
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Nous avons vu au point précédent que I'expression de PGCl-a au sein des cellules
musculaires est un carrefour et un élément clef dans la réponse de la cellule musculaire
menant a son action pro-angiogénique. Au niveau musculaire global, une altération des
niveaux d’expression de PGC1-a ont précédemment été documentés dans le cadre de la BPCO
(Remels et al., 2007). Nous avons également évoqué le fait que le VEGF-A lors de I'angiogenese
musculaire est trés majoritairement originaire de la cellule musculaire (Hoier et al., 2013). Or,
ici encore, I’expression musculaire globale de VEGF-A est apparue réduite chez le patient BPCO
dans certaines études (Gagnon et al., 2014). Comme le blocage de la voie PGC1-a, ou du VEGF-
A en aval, abolit I'angiogenése musculaire induite par I'entrainement (Chinsomboon et al.,
2009; Leick et al., 2009; Olfert et al., 2010b; Thom et al., 2014), nous pouvons faire I’hypothése

gu’une altération de cette voie explique I'angiogenése émoussée chez le patient BPCO.

De plus, une altération de la signalisation dépendante de PGC1-a pourrait également étre
liée a des troubles de la couverture péricytaire chez les patients, le blocage de I'axe PGC1-a
/SPP1 dans la cellule musculaire aboutissant a la création de vaisseaux immatures et d’une
capillarisation aberrante (Rowe et al., 2014). Ce point souligne le role clef de PGC1-a mais
également des péricytes dans |’'obtention de nouveaux capillaires viables et fonctionnels suite

a la stimulation de I'angiogenése musculaire.

Ainsi, I’atteinte capillaire et le défaut d’adaptation de I’angiogenése musculaire de la BPCO
pourraient étre la conséquence d’une atteinte péricytaire et/ou de la cellule musculaire
striée squelettique. Toutefois, les patients BPCO présentent également des anomalies
d’adaptation de la vasoréactivité artérielle en réponse au réentrainement (cf. chapitre 1).
Etant donné que cette vasoréactivité repose tout comme I'angiogenése sur la fonction de la
cellule endothéliale, nous allons détailler dans le chapitre suivant la fonction physiologique
de la cellule endothéliale et les éléments pouvant expliquer son altération chez le patient

BPCO.
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Résumé du chapitre 3

L’étude de T'ultrastructure capillaire est une stratégie valide d’exploration des défauts
capillaires apparaissant sous effet d’'une pathologie. De plus, elle permet la mise en
évidence de facteurs cellulaires associés a lefficacité de 'angiogencse et pourrait donc
participer a une meilleure compréhension des facteurs impliqués dans la régulation de

I'angiogenese musculaire chez le patient BPCO.

Les péricytes jouent un role clef dans 'angiogencse musculaire et dans la fonction des
capillaires sanguins musculaires. Comme les péricytes sont des cellules sensibles aux effets
circulants déléteres de certaines pathologies, nous avons émis ’hypothese suivante : « Des
défauts d’adaptation de la couverture péricytaire sont impliqués dans I’angiogenese
émoussée lors du réentrainement a ’effort chez le patient BPCO et résultent d’effets

délétéres de facteurs circulants de 1a BPCO ».

D’autre part, les patients BPCO présentent des anomalies de la cellule musculaire. Or, cette
derniere est un facteur clef de I'orchestration de I'angiogenése musculaire, notamment via
les voies dépendantes de PGC1-a. Nous avons donc formulé une seconde hypothese : « La
dysfonction musculaire et les anomalies de la réponse angiogénique de la cellule
musculaire a un stress simulant ’exercice expliquent ’émoussement de ’angiogenése

musculaire en réponse au réentrainement des patients BPCO ».

Enfin, nous avons vu que la vasoréactivité artérielle présentait des anomalies d’adaptation
au réentrainement a Peffort chez le patient BPCO. Or, cette réactivité artérielle repose tout
comme l'angiogencse sur la fonction de la cellule endothéliale. Ainsi, nous détaillerons dans
le Chapitre 4 le réle physiologique de la cellule endothéliale dans la fonction vasculaire
artérielle, et en quoi une atteinte cellulaire endothéliale pourrait également altérer la

vasoréactivité artérielle des patients BPCO.
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Chapitre 4. Vasoréactivité artérielle et

fonction cellulaire endothéliale dans la

BPCO

Alors que nous suspectons une implication des cellules musculaires et des péricytes dans
I'altération de la réponse musculaire angiogénique chez le patient BPCO, nous pensons que
les défauts d’adaptation de la vasoréactivité artérielle chez ces patients pourraient également
résulter d’anomalies cellulaires. La cellule endothéliale et ses progéniteurs sont notamment
impliqués dans la réponse de VRA au réentrainement a I’effort. De plus, il a été montré que
le stress oxydant et I'inflammation circulants exercent une action néfaste sur la cellule

endothéliale artérielle. Ainsi, nous avons pu formuler une derniere hypotheése :

Hypothése 3 :

Des anomalies de la cellule endothéliale et/ou de ces progéniteurs sont
engendrées par les facteurs circulants délétéres de la BPCO et expliquent le
défaut d’adaptation de la vasoréactivité artérielle (VRA) au réentrainement a
I’effort chez ces patients.

4.1.1 VRA : Définition et importance dans la prévention cardiovasculaire

La vasoréactivité artérielle (VRA) est une propriété indispensable au fonctionnement
physiologique des artéres systémiques. Une augmentation brutale du flux sanguin et donc
des forces de cisaillement induit une importante vasodilation réactive des artéres et de
Iirrigation sanguine en amont (Hamburg et al., 2011). La cellule endothéliale étant en contact
direct avec ces forces mécaniques accrues, elle agit tel un senseur et est a I'origine d’une
grande part de la réponse vasodilatatrice menant a la réduction de ces forces de cisaillement
(Hamburg et al., 2011). La méthode la plus utilisée dans I’évaluation de la VRA est I’évaluation

de la dilatation artérielle médiée par le flux ou flow mediated dilation (FMD). Cette méthode
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non-invasive consiste en I’évaluation du diametre artériel ou de la perfusion des tissus suite a
un important gradient de flux sanguin (pré-/post-occlusion artérielle) (Corretti et al., 2002). La
mesure de FMD est sensible aux altérations de la fonction endothéliale dans un cadre
pathologique (Peled et al., 2009) et permet d’en apprécier I’évolution au cours du temps (
Hansen et al., 2017). De maniére plus générale, la mesure de FMD a été montrée comme un

marqueur intéressant du risque cardiovasculaire.

La mesure de FMD apparait en effet dans plusieurs études comme un prédicteur
indépendant du risque d’événements cardiovasculaires chez des patients présentant des
maladies cardiovasculaires (Brevetti et al., 2003; Gokce et al., 2003; Hamburg et al., 2008,
2011; Meyer et al., 2005). De plus, il a été montré par de nombreuses études que la FMD est
un prédicteur indépendant de |'apparition de maladies cardiovasculaires chez des sujets
asymptomatiques (Green et al., 2011; Rossi et al., 2008). Dans la prise en charge des maladies
cardiovasculaires, premiére cause de mortalité mondiale, la prévention apparait comme la
stratégie la plus efficace (Green et al., 2011). Ainsi, la mesure de la FMD permet d’identifier
des anomalies pré-clinigues permettant d’agir avant le développement de maladies
cardiovasculaires. La FMD permet également de fournir une évaluation de I’évolution de ce
risque cardiovasculaire sous I'effet du temps, d’'un comportement a risque ou au contraire
d’une intervention thérapeutique. Il a été en effet montré qu’'une amélioration de 1% de la
FMD permettait une réduction consécutive de 9 a 17% du risque d’évenements
cardiovasculaires (Green et al., 2011; Inaba et al., 2010). De plus, méme si aucun seuil
cliniquement significatif n’existe pour la FMD, certains seuils ont été montrés comme
prédictifs de I’évolution du risque cardiovasculaire dans les sept années suivantes
(Rubinshtein et al., 2010). Enfin, la valeur de FMD post-intervention est apparue comme
prédictrice du risque de resténose intra-stent (Kitta et al., 2005). L’évaluation de I'effet d’'une
intervention thérapeutique sur la prévention du risque cardiovasculaire n’est pas toujours
aisée en l'absence de suivi longitudinal au long-terme. La FMD apparait ainsi comme un
marqueur pertinent d’atteintes pré-cliniques qui, si elles sont corrigées directement apres une
intervention de quelques semaines/mois, peuvent attester d’un effet sur le risque
cardiovasculaire futur. La modification de la FMD peut avoir lieu grace a la mise en oceuvre

d’amélioration des voies de vasoréactivité dépendantes de la cellule endothéliale.
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4.1.2 Les voies de régulation de la VRA dépendantes de 'endothélium

Le tonus vasculaire au niveau artériel et artériolaire est régulé majoritairement par I’action
de contractions ou de dilatations des muscles lisses entourant ces vaisseaux. Localement, le
senseur des forces de cisaillement et des pressions vasculaires demeure cependant
I’endothélium, qui constitue la face interne des vaisseaux et est donc aux premieres loges pour
établir toute nécessité d’adaptation vasculaire. Bien que nous ne développerons pas ce point
dans ce travail, de nombreuses voies de régulation indépendantes de I'’endothélium ont
également été mises en évidence et impliquées dans I'évolution du risque cardiovasculaire

(pour revue (Maruhashi et al., 2018)).

L’endothélium va pouvoir induire une dilatation vasculaire en agissant de maniére paracrine
sur les cellules musculaires lisses vasculaires. Cette action est médiée principalement par le
monoxyde d’azote (NO), les prostacyclines (PGI2) ou par une famille de molécules regroupées
sous le nom de facteurs d’hyperpolarisation dérivés de I'endothélium (EDHF). Tous ces
médiateurs peuvent étre produits par I’endothélium sous I'influence de situations nécessitant
une vasodilatation, une élévation des forces de cisaillement par exemple, ou de facteurs

agonistes comme l'insuline ou I'acétylcholine.

Cellule endothéliale

L-arginine  AA Big-ET1
eNOSl COX l ECE l
EDHF NO PGl2 ET1

Figure 14. Régulation du tonus des cellules musculaires lisses vasculaires par
I’endothélium.
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Le NO produit par I'endothélium va agir au niveau des cellules musculaires lisses en se liant a
I’enzyme guanylate cyclase soluble (GCs)(Denninger & Marletta, 1999). Cette derniére va, une
fois activée par le NO, convertir la guanosine 5'-triphosphate (GTP) en guanosine 3',5'-
monophosphate cyclique (GMPc). Le GMPc, via une action sur des effecteurs intracellulaires
tels que la protéine kinase G (PKG), va induire une diminution des taux de calcium
intracellulaires et ainsi une relaxation des muscles lisses menant a la dilatation vasculaire

(Denninger & Marletta, 1999).

Les PGI2 sont quant a elles synthétisées au niveau endothélial a partir d’acide arachidonique
sous I'action de la cyclooxygénase (COX). Les PGI2 vont se lier a 'adénylyl-cyclase (AC) au niveau
du muscle lisse, transformant I’ATP en adénosine monophosphate cyclique (AMPc)(Rembold,
1992). L'AMPc va, tout comme le GMPc, induire une baisse de concentration du calcium
intracellulaire en agissant sur des seconds messagers, majoritairement la protéine kinase A

(PKA) mais aussi, a I'image de la GMPc, la PKG (Rembold, 1992).

Les EDHF, contrairement au NO et aux PGI2, sont en réalité non pas une mais un ensemble de
molécules induisant une hyperpolarisation du muscle lisse vasculaire, via une action
stimulatrice des canaux ioniques potassiques (K*) ou sodium/potassium-ATPase (Na*/K*-
ATPase) (Félétou & VanHoutte, 2009). On retrouve parmi ces molécules le monoxyde de
carbone (CO), le CNP, les acides epoxyeicosatrienoiques (EETs) et bien d’autres. En
hyperpolarisant les cellules musculaires lisses, ces facteurs vont réduire la probabilité
d’ouverture des canaux calciques voltage dépendants ainsi que |'activation du réticulum
sarcoplasmique (Félétou & VanHoutte, 2009). Ceci aura pour effet de limiter le relargage de

calcium au niveau cytoplasmique et consécutivement induire une relaxation musculaire.

L’endothélium est également capable d’induire une constriction des muscles lisses vasculaires.
La voie d’action principalement décrite pour ce phénoméne est la voie de I'endothéline 1 (ET-1)
(Haynes & Webb, 1994). Cette molécule est produite au niveau endothélial par la transformation
de I'endothéline dite « Big » (Big-ET1) en ET1 active sous I'action de I'enzyme de conversion de
I'endothéline (ECE) (Yanagisawa et al., 1988). L'ET1 va ensuite se lier aux récepteurs ETa au niveau
des cellules musculaires lisses. Cette liaison va induire une libération de calcium du réticulum
sarcoplasmique ainsi qu’une entrée calcique depuis le milieu extracellulaire, menant a une

augmentation de la contraction musculaire (Kato et al., 2013).
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4.1.3 La voie du NO et sa régulation

Parmi les voies de régulation du tonus vasculaire dépendantes de I’endothélium, la plus
étudiée reste cependant la voie endothéliale de production du NO que nous allons décrire
ici plus en détail. Cette voie est sous le contréle de la NO-synthase endothéliale (eNOS) qui est

le siege de nombreuses régulations.
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Figure 15. Modulation de I'activité de la eNOS.

Physiologiquement, la eNOS se présente sous la forme d’une unité dimérique, produisant
du NO en transformant la L-arginine en L-citrulline (Green et al., 2004). Dans des
circonstances particuliéres, le plus souvent pathologiques, la eNOS peut étre retrouvée sous
la forme de monomere, engendrant la production d’anion superoxyde plutét que de NO (Yang
et al., 2009). L’anion superoxyde, s’il est produit en trop grande quantité, peut mener a
I'apparition d’un stress oxydant. Parmi les régulateurs de la dimérisation de la eNOS, la
tétrahydrobioptérine (BH4), un de ses cofacteurs, joue un rble déterminant. En effet, ce
facteur se lie a la eNOS et favorise I'oxydation de la L-arginine. Il a été montré que la BH4
stabilise la forme dimérique de la eNOS et prévient son découplage (Yang et al., 2009).
L'activité de la eNOS est également en grande partie régulée par des phénomenes de

phosphorylation. Ces phosphorylations se font principalement au niveau de résidus sérine
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(Ser) ou thréonine (Thr). Les sites de phosphorylation les mieux décrits et caractérisés sont la
Serl1177, qui accroit I'activité de la eNOS, et la Thr495 qui au contraire I'inhibe. D’autres sites

existent (Ser617, Ser635 ...) mais sont moins bien caractérisés (Farah et al., 2018).

La Serl177 peut étre phosphorylée sous l'influence de plusieurs stimuli. En effet, des
agonistes tels que I'insuline, via la voie PI3K/PKB (Masaki et al., 2019), ou I'acétylcholine, via
une augmentation de calcium (Ca?*) intracellulaire (Cau et al., 2012), peuvent phosphoryler
cette sérine. L'apparition de contraintes mécaniques, étirements ou forces de cisaillement,
peuvent également induire la phosphorylation de la Ser1177 par l'intermédiaire des voies
PI3K/PKB ou AMPK (Chen et al., 2010). Enfin, il a été montré que la stimulation B2&3-
adrénergique engendre une phosphorylation de la Ser1177, via PKA et PKB (Kou & Michel, 2007;
Queen et al., 2006). Le calcium (Ca®*) joue un role central dans la régulation de I'activité de la
eNOS. En effet, sous une stimulation agoniste de la voie du NO, ce dernier va permettre de
libérer la eNOS de sa liaison inhibitrice avec les cavéolines et se lier a la Calmoduline pour
permettre la formation d’'un complexe Ca?*-Calmoduline-eNOS stimulant I'activité de cette
derniére (Cau et al., 2012). Enfin, le complexe Ca?*-Calmoduline va permettre 'activité de la
protéine kinase de type Il dépendante du complexe Ca?*-Calmoduline (CAMKII), connue pour
induire la phosphorylation de la Ser1177 (Farah et al., 2018). Enfin, I'activité de la eNOS a été
montrée comme régulée par un certain nombre de mécanismes tels que I'acétylation et les S-
nitrosylations et S-glutathionylations (Farah et al., 2018). La modulation de I'activité de la eNOS

va in fine déterminer la biodisponibilité du NO et la capacité de vasoréactivité endothéliale.

La voie du NO est apparue déterminante dans la valeur de FMD, et donc dans la régulation
du risque cardiovasculaire. Ce réle semble étre plus prédominant au niveau microvasculaire
gu’au niveau des artéres de conduit (Green et al., 2014; Hirai et al., 2014). La biodisponibilité
du NO occupe un role central dans les mesures de FMD et leurs modifications sous I'effet
d’une pathologie ou d’une intervention. Dans les points suivants, nous verrons en quoi des
modifications au niveau de la voie du NO peuvent étre déterminantes dans la réponse a
I’entrainement et en quoi une altération de cette voie sous I'effet d’'une pathologie pourrait

expliquer en partie une réponse de VRA au réentrainement émoussée.
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4.2 [’effet de l'entrainement sur /a VRA

4.2.1 Mécanismes et cinétiques d’adaptation de la VRA a 'entrainement

L’exercice physique engendre une élévation de la pression artérielle, des contraintes
vasculaires et une modification de I'équilibre humoral. En guise de compensation a ces
phénoménes aigus, la répétition d’exercices, sous la forme d’entrainement, engendre des

adaptations de la fonction vasculaire.

Ainsi, il a été montré que plusieurs semaines d’entrainement en endurance amélioraient la
FMD chez des sujets sains (Tinken et al., 2008), comme chez des patients hypertendus ou
diabétiques (Montero et al., 2013; Pedralli et al., 2018). De maniére intéressante, les
adaptations artérielles au réentrainement, tout comme I'angiogeneése, s’inscrivent dans un
processus dynamique comportant plusieurs phases (Green et al., 2004). Il a été décrit que,
durant I'adaptation a I'entrainement, les vaisseaux présentent une amélioration de leurs
capacités fonctionnelles, transitoire, régressant spontanément une fois les amélioration
biomécaniques et structurelles en place (Green et al., 2004). De maniére cohérente, une étude
chez le sujet sain a montré que la FMD était augmentée sous I'effet de 2 a 4 semaines de
réentrainement mais revenait a des valeurs pré-entrainement a la fin de 8 semaines de
réentrainement (Tinken et al.,, 2008). Les adaptations structurelles artérielles se mettent
guant a elles en place plus tardivement, vers 4 semaines de réentrainement mais perdurent
au-dela de 8 semaines (Tinken et al., 2008). Ces éléments nous démontrent la nécessité
d’accorder une attention particuliere a la cinétique d’évaluation de la FMD lors d’études se
focalisant sur les évolutions de ce parameétre sous |'effet de I'entrainement. La question est
de savoir quels sont les mécanismes impliqués dans I'amélioration de la fonction vasculaire a

I'entrainement.

Le réentrainement a I'effort augmente I’expression, la phosphorylation et I'activité de la
eNOS, tant chez ’homme que chez I'animal (Green et al., 2004). Inversement, le blocage de la
eNOS a été associé a une forte diminution des effets de I'entrainement sur la FMD (Green et
al., 2004). Chez des patients présentant une maladie coronaire, une augmentation de la

production de NO tout comme une diminution du stress oxydant sous l'effet d’un
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réentrainement a I'effort ont toutes les deux été associées a une amélioration de la FMD
(Edwards et al., 2004a). Une perturbation de la voie de la eNOS pourrait donc étre impliquée
dans les réponses émoussées de VRA au réentrainement a I'effort retrouvées dans certaines

pathologies chroniques, dont la BPCO.

D’autres mécanismes médiant I'effet de I’entrainement sur la VRA ont été également
proposés. Le réentrainement en aérobie réduit entre autres la réponse vaso-constrictive sous
I’effet de I'ET-1, favorisant la relaxation vasculaire (Bowles et al., 1995; Van Guilder et al.,
2007). D’autre part, un role pour les progéniteurs endothéliaux circulants dans la médiation

du réle de I'exercice sur la VRA a été proposé.

4.2.2 La contribution des progéniteurs endothéliaux circulants

Les progéniteurs endothéliaux circulants ont suscité ces derniéres années un grand intérét
dans le champ scientifique de la dysfonction endothéliale. Parmi ces progéniteurs, les
cellules endothéliales formant des colonies (ECFC) sont une population de progéniteurs
endothéliaux qui partage, avec les cellules endothéliales, un grand nombre de
caractéristiques, des marqueurs cellulaires (CD31...) a la fonction de tubulogenése in vitro
(Smadja et al., 2019). Ces cellules peuvent étre isolées a partir des cellules mononuclées du
sang, selon une méthode qui a fait I'objet de récentes standardisations et sont représentatives

des dysfonctions de I’endothélium artériel (Smadja et al., 2019).

Le nombre d’ECFC apreés 7 jours de culture a été montré comme un prédicteur indépendant
de la FMD et du risque cardiovasculaire (Hill et al., 2003; Werner et al., 2005). Au-dela du
nombre de cellules, la proportion de sénescence, un processus de lente dégradation des
fonctions cellulaires, dans la population d’ECFC est également apparue associée a la FMD (Hill
et al., 2003). Les ECFC sont impliquées dans la réparation vasculaire et une réduction de leur
nombre est associé a une perte de I'intégrité endothéliale (Sabatier et al., 2009; Wassmann et
al., 2006), visible notamment via une augmentation du nombre de microparticules
endothéliales (Sabatier et al., 2009). Si la VRA est altérée lors de dommages endothéliaux, la
transplantation d’ECFC permet d’augmenter la réparation endothéliale et de restaurer la VRA

(Wassmann et al., 2006). Ainsi, un déséquilibre entre réparations et dégats vasculaires mene
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a une perte d’aptitudes vasculaires (Sabatier et al., 2009) pouvant expliquer des effets limités
du réentrainement a 'effort sur la VRA. En effet, I'exercice induit des bénéfices sur un principe
de stress/réponse qui pourrait étre aboli en I'absence de capacité de réparation de

I’endothélium par les ECFC (Hunt et al., 2013; Wassmann et al., 2006).

Le réentrainement a I’effort est connu pour augmenter le nombre et améliorer la fonction
de progéniteurs endothéliaux (Laufs et al., 2004a; Sarto et al., 2007; Thorell et al., 2009; Van
Craenenbroeck et al., 2010; Yang et al., 2007). Ces améliorations sont accompagnées
d’amélioration de la FMD (Steiner et al., 2005). Enfin, les progrés de la FMD sous I'effet d’'un
réentrainement ont été montrés comme étroitement corrélés a la capacité d’augmentation
de la quantité d’ECFC (Steiner et al., 2005). De maniére intéressante, la mobilisation des ECFC
sous |'effet de I'entrainement en aérobie est apparue dépendante d’une augmentation de
I'activité de la eNOS (Laufs et al., 2004b; Steiner et al., 2005; Yang et al., 2007), confirmant le
role central de cette voie dans I'adaptation vasculaire a I'entrainement. Au total, une
altération du nombre et de la fonction des ECFC pourrait étre un intermédiaire des
conséquences de pathologies chroniques sur la capacité d’amélioration de la FMD en réponse

a I'entrainement.

4.3 la vasoréactivite artérielle dans la BPCO

4.3.1 Les altérations a I'état de base

Nous avons évoqué au point 1.6.2 la problématique des comorbidités cardiovasculaires chez
les patients BPCO. Ainsi, la mesure de la FMD apparait comme un outil intéressant de
prévention et d’étude des répercussions cardiovasculaires de la BPCO, comme dans le cas de
patients présentant des pathologies cardiovasculaires primitives. Plusieurs études ont évalué
la FMD a I’état de base chez des patients BPCO et une méta-analyse synthétique a conclu en

faveur d’une altération de la FMD chez les patients BPCO (Vaes et al., 2017).

Les patients BPCO présentent un taux anormalement élevé de stress oxydant et
d’inflammation au niveau circulant (Pinto-Plata et al., 2012), soit directement en contact avec

I’endothélium. Ce dernier est par ailleurs particulierement sensible a I'influence néfaste des
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cytokines inflammatoires et des espéces réactives de I'oxygéne (Huang & Vita, 2006). En effet,
ces éléments sont, entre autres, impliqués dans la perturbation de la voie de synthése du NO,
engendrant le découplage de la eNOS (Griendling & FitzGerald, 2003). Ce découplage crée par
ailleurs un cercle vicieux, ol la eNOS produit de I'anion superoxyde qui, en interagissant avec
le NO, en diminue la biodisponibilité et crée du péroxynitrite, une molécule au fort potentiel
nitrosylant qui va induire des modifications protéiques délétéres, notamment au niveau de la
eNOS (Griendling & FitzGerald, 2003). Au niveau des cytokines inflammatoires, des éléments
tels que le TNF-a ont été impliqués dans la réduction de I'activité de la eNOS tout comme dans
son découplage (Agnoletti et al., 1999). Ainsi, la perturbation de la voie de la eNOS en réponse
a l'inflammation et au stress oxydant pourrait expliquer la plus faible FMD chez les patients
BPCO. De maniere cohérente avec cette idée, la supplémentation en molécules
antioxydantes a été montrée comme bénéfique pour la FMD de patients BPCO (lves et al.,

2014).

D’autre part, la réduction de I'activité de la eNOS a également été associée a une diminution
de la biodisponibilité du BH4, le cofacteur de la eNOS qui en stimule [Iactivité,
consécutivement a un stress oxydant accru (Scott-Burden, 1995). Chez le patient BPCO, une
supplémentation en BH4 accroit la FMD, tout comme la phosphorylation de la eNOS au
niveau de cellules endothéliales exposées au sérum de patients post-supplémentation
(Rodriguez-Miguelez et al., 2018). Ainsi, la biodisponibilité du BH4 pourrait étre un médiateur
clef de I'altération de la FMD dans le contexte de la BPCO. Le BH4 présente également une
fonction antioxydante qui pourrait médier une partie des effets de la supplémentation
(Rodriguez-Miguelez et al., 2018). Bien qu’une dysfonction endothéliale soit présente chez les
patients BPCO, associée avec un nombre important de facteurs connus pour induire des
perturbations de la eNOS (stress oxydant..) et des indices indirects de baisse de
biodisponibilité du NO (Csoma et al., 2019), aucune étude n’a évalué directement |'état de

couplage et la phosphorylation de la eNOS chez les patients BPCO.

Chez ces patients, une altération de la fonction des ECFC et une augmentation des
dommages de I’ADN et de la sénescence de ces cellules ont été observés (Paschalaki et al.,
2013). Or, nous avons vu précédemment que les ECFC jouent un réle clef dans la réparation
vasculaire et sont déterminantes dans la FMD et le risque cardiovasculaire. L’altération des

ECFC chez ces patients semble étre majoritairement la conséquence d’une exposition a un
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stress oxydant important (Paschalaki et al., 2013, 2018). Les effets déléteres de ce stress
oxydant sur ces cellules semblent étre médiés par une réduction de I'expression de la Sirtuinl
et des micro ARN 126, des régulateurs importants de la fonction endothéliale (Paschalaki et
al., 2013, 2018). Malheureusement, ces études n’ont pas intégré dans leur design une mesure
de la FMD chez les patients BPCO, ne permettant aucune conclusion vis-a-vis du lien entre
fonction et sénescence des ECFC d’une part et défaut de FMD chez les patients BPCO d’autre
part. Le niveau d’activité physique a été montré comme étant, au-dela de la sévérité, 'un des
principaux déterminants de la FMD chez les patients BPCO (Clarenbach et al., 2013). Or, un
haut niveau d’activité physique a également été associé a une réduction de la sénescence des
ECFC chez le sujet agé, renforcant I’hypothése d’un lien entre FMD et ECFC chez les patients
BPCO (Witkowski et al., 2010). Cependant, ce lien reste encore aujourd’hui exclusivement

hypothétique.

4.3.2 Le défaut de réponse a I'entrainement

La réhabilitation respiratoire fait partie de la prise en charge recommandée de la BPCO et
cette intervention se base en grande partie sur le réentrainement a I'effort. En réponse a
cette intervention, une amélioration de facteurs prédictifs du risque cardiovasculaire en plus
des bénéfices classiqguement observés serait extrémement profitable aux patients BPCO,
notamment au regard de l'importante morbi-mortalité attribuable aux pathologies
cardiovasculaires dans cette maladie. Malheureusement, le peu d’étude s’étant intéressé aux
variations de FMD en réponse au réentrainement a I’effort, en endurance ou en resistance,
chez les patients BPCO ne soutient pas l'efficacité de la réhabilitation respiratoire dans

I’'amélioration de la VRA (Brgnstad et al., 2013; Gelinas et al., 2017; lepsen et al., 2016b).

Cependant, le design de ces études ne permet pas de statuer avec confiance sur cette
absence d’efficacité. En effet, le peu de facteurs intégrés dans ces analyses rend difficile
I'identification de déterminants ayant pu mener a cette absence de réponse. Nous avons
décrit au point 4.2.1 que la réponse de la FMD au réentrainement s’établit dans un processus
dynamique précis et que les bénéfices sont maximaux apreés 4 semaines pour disparaitre au
profit d’autres adaptations apreés 8 semaines. Or, les études précédentes évaluaient les

patients aprés minimum 8 semaines de réentrainement, souvent sans groupe controle de
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surcroit. Ainsi, la possibilité pour ces études d’avoir manqué le pic d’amélioration de FMD est
importante. Renforgant cette idée, la seule étude ayant inclus un groupe contréle n’observe
pas d’amélioration de FMD chez les patients BPCO mais également chez les sujets sains
controles apreés 8 semaines de réentrainement (Gelinas et al., 2017). Les patients BPCO
pourraient ainsi présenter des réponses partielles ou hétérogenes qui, mises en relation avec
les déterminants de la FMD évoqués précédemment, pourraient conduire a des stratégies

d’optimisation des réponses.

Nous avons vu que la eNOS était au centre des mécanismes conduisant a I'amélioration de
la FMD sous l'effet de I’entrainement. Ainsi, les facteurs déléteres circulants de
I'inflammation et du stress oxydant, impliqués dans des perturbations de la eNOS, pourraient
contribuer a émousser la réponse chez ces patients. Nous avons vu que l'activité de la eNOS
est également déterminante dans la mobilisation des ECFC. Vu que I’entrainement est source
d’un stress endothélial important conduisant a une surcompensation fonctionnelle bénéfique,
une mobilisation importante d’ECFC est nécessaire pour augmenter la fonction endothéliale.
Les altérations de la voie de la eNQOS, tout comme les dégats direct engendrés sur les ECFC
observés dans le cadre de la BPCO (Paschalaki et al., 2013, 2018), pourraient contribuer aux

effets limités du réentrainement sur la VRA chez le patient BPCO.
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Résumé du chapitre 4

Les troubles de vasoréactivité artérielle (VRA) sont des altérations précliniques
précoces présentant une grande valeur prédictive de I’évolution d’une maladie
cardiovasculaire existante ou de son apparition chez le sujet asymptomatique.
L’amélioration de la fonction endothéliale, sous leffet de 'entrainement par exemple,

permet une forte réduction concomitante du risque cardiovasculaire.

La VRA est étroitement liée a la capacité de production de NO au niveau endothélial
via la eNOS. Cette enzyme est régulée par de nombreuses voies et est tres sensible
aux atteintes extérieures, notamment au stress oxydant et a I'inflammation. Le NO
permet également la mobilisation de progéniteurs endothéliaux, les ECFC, des

cellules jouant un role clef dans la VRA et son adaptabilité.

Chez le patient BPCO, la VRA est abaissée a I’état de base. De plus, sous 'effet de
Pentrainement, une amélioration uniquement partielle de la VRA pourrait étre a
déplorer. Les facteurs circulants de la maladie (stress oxydant, inflammation...)

pourraient induire des altérations de la voie de la eNOS et des ECFC expliquant les
anomalies de VRA.

Cependant, le lien entre ces anomalies cellulaires et l]a VRA n’a jamais été exploré
dans le cadre de la BPCO. Nous avons donc formulé comme dernicre hypothéese de

ce travail la proposition suivante :

« Des anomalies de la cellule endothéliale et/ou de ces progéniteurs sont
engendrées par les facteurs circulants délétéres de la BPCO et expliquent le
défaut d’adaptation de la vasoréactivité artérielle (VRA) au réentrainement a

Peffort chez ces patients. »
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Objectifs de these

Nous avons pu voir en introduction de ce travail que les patients BPCO présentent de maniere
fréquente et grave des phénomeénes d’intolérance a I'effort et d’atteintes cardiovasculaires.
Nous avons vu que les répercussions vasculaires de la maladie, notamment pré-cliniques,
étaient impliquées dans ce défaut mais que la prise en charge de ces défauts via le

réentrainement a I'effort ne produisait qu’un effet partiel chez ces patients.

Ainsi, I'objectif général de cette thése s’est articulé autour de I’évaluation des déterminants
des défauts de réponses vasculaires capillaires et artériels au réentrainement a I’effort chez

le patient BPCO.

Au niveau capillaire, sur la base des précédents travaux menés par notre équipe, nous avions
pu faire le constat qu’une raréfaction capillaire ainsi qu’'un émoussement de la réponse
angiogénique en réponse au réentrainement a I'effort étaient présents chez les patients BPCO,
mais demeuraient mal caractérisés. Nous avons également évoqué la plus-value importante
fournie par I'’étude ultrastructurale des capillaires. Ainsi, nous avons pu définir un premier

objectif de thése :

Objectif 1: Caractériser les anomalies ultrastructurales associées aux phénomeénes de
raréfaction capillaire et d’angiogenése musculaire émoussée en réponse au réentrainement

a I'effort chez les patients BPCO.

Pour répondre a cet objectif, I'étude n°1 a intégré I'analyse de I'ultrastructure des capillaires
sanguins musculaires par microscopie électronique en transmission et ce, avant et apres 6
semaines de réentrainement a I'effort chez des patients BPCO mais également des controles

sédentaires sains (CSS).
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Au terme de cette étude, I'absence d’anomalies suggérera que |'angiogenése émoussée est
due a un probléme de stimulation de I'angiogenése, donc de stimuli trop faibles ou d’un

phénomeéne de résistance aux stimuli.

Au contraire, si nous observons des défauts au niveau de I'ultrastructure des capillaires a I’état
de base ou en réponse au réentrainement a l'effort, la thése d’une réelle atteinte
pathologique du capillaire sera étayée. Il convient alors d’explorer les pistes cellulaires et

moléculaires pouvant expliquer ces anomalies.

Nous avons évoqué dans la premiére partie de ce travail deux pistes cellulaires pouvant étre
a l'origine d’'un défaut d’angiogenése musculaire chez le patient BPCO : le péricyte et/ou la

cellule musculaire.

Concernant les péricytes, nous avons émis I'hypothése que des défauts d’adaptation de la
couverture péricytaire sont impliqués dans I'angiogenése émoussée lors du réentrainement a
I’effort chez le patient BPCO et résultent d’effets déléteres de facteurs circulants de la BPCO.

Ainsi, notre second objectif de thése était :

Objectif 2 : Rechercher des anomalies d’adaptation de la couverture péricytaire au cours de
I'angiogeneése induite par le réentrainement a I'effort chez les patients BPCO et tester I’effet

des facteurs circulants de la BPCO sur des déterminants de la couverture péricytaire.

Pour cela, nous avons dans I'étude n°2 étudié la couverture péricytaire des capillaires sanguins
musculaires au cours du réentrainement a I'effort chez des patients BPCO et des CSS. Nous
avons intégré dans cette étude des évaluations de la couverture péricytaire aprés 5 et 10
semaines de réentrainement a I'effort et avons intégré deux intensités de réentrainement
différentes au sein du groupe de patients BPCO. Cette particularité méthodologique
permettra de vérifier que les défauts observés sont d’origine intrinseque et non le fruit de

modalités de durée ou d’intensité d’entrainement particuliéres.

En effet, si une modalité de réentrainement permet des gains de capacité fonctionnelle et
d’angiogenése similaires aux sujets sains controles, alors I'angiogenése émoussée sera

expliquée par des modalités de réentrainement inadéquates.
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Dans le cas inverse, les anomalies seront alors le reflet de perturbations intrinséques au niveau
musculaire. Si des anomalies de la couverture péricytaire sont mises en évidence, il est
. , . . . g ) 2
possible qu’elles soient la conséquence de facteurs circulants déléteres. Pour cela, I'étude
incluait également le test de I'effet de sérum des patients BPCO et CSS post-entrainement sur

le détachement et le recrutement péricytaire in vitro.

Qu’une anomalie des péricytes soit présente ou non, nous avons également fait I’'hypothese
gue des anomalies de la réponse pro-angiogénique de la cellule musculaire lors de la
stimulation par I'exercice chez le patient BPCO expliquent I'angiogenése musculaire émoussée
en réponse au réentrainement a |'effort de ces patients.

Notre troisieme objectif de thése était donc :

Objectif 3 : Explorer en réponse a une stimulation par I’exercice I’expression de la voie PGC1-
o et de ses cascades de signalisation pro-angiogéniques sous-jacentes dans la cellule

musculaire issue de patients BPCO ou de sujets sédentaires controles.

Pour répondre a cet objectif, dans I'étude n°3 nous avons isolé des cellules musculaires de
patients BPCO et de controles sédentaires sains et dosé I'expression génique de facteurs
conditionnant leur capacité a produire des facteurs pro-angiogéniques en réponse a une

stimulation mimant I’exercice en endurance in vitro.

La présence d’anomalies de réponse de la cellule musculaire a ce stimulus confiera un réle a

la cellule musculaire dans I'étiologie de I'angiogenése émoussée chez le patient BPCO.

Cependant, une absence de réponse nous invitera a considérer d’autres voies d’exploration
du role de cette cellule musculaire avant d’exclure sa contribution dans les défauts

d’angiogenese musculaire du patient BPCO.

Nous avons précédemment décrit le réle potentiel des atteintes cellulaires dans les défauts
de réponse capillaire au réentrainement a l'effort chez le patient BPCO. Or, nous pensons
gu’une atteinte cellulaire puisse également expliquer les anomalies présentes au niveau
artériel, car I'effet délétere de la BPCO sur les cellules est systémique. Nous avons donc fait
I’hypothése que des anomalies de la cellule endothéliale et/ou de ces progéniteurs sont

engendrées par les facteurs circulants délétéres de la BPCO et expliquent le défaut
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d’adaptation de la vasoréactivité artérielle (VRA) au réentrainement a I'effort chez ces

patients. Cette hypothése nous a menés au dernier objectif de cette these :

Objectif 4 : Comprendre les déterminants cliniques, fonctionnels, cellulaires et moléculaires
impliqués dans le défaut de réponse de la vasoréactivité artérielle au réentrainement a

I'effort chez le patient BPCO.

Dans I'étude n°4, nous avons donc mis au point un protocole permettant d’explorer les
facteurs influencant la réponse de VRA au réentrainement a I'effort, en y intégrant des
déterminants cliniques et fonctionnels, mais également une caractérisation des défauts
pouvant atteindre les voies de signalisation endothéliales dont dépend en partie la VRA. De
plus, cette étude intégrait I'isolement de cellules endothéliales progénitrices pour pouvoir
adresser leur contribution a la réponse de VRA au réentrainement a |'effort chez le patient
BPCO. Enfin, des analyses moléculaires sur des prélévements sanguins des patients BPCO ainsi
qgue I'exploration de I'effet de ces sérums in vitro permettront de comprendre quels facteurs

circulants délétéres sont impliqués dans ce défaut de réponse.
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Présentation

Présentation

Les méthodes expérimentales et le matériel utilisés durant ces travaux de thése sont décrits
dans cette partie, sous la forme de fiches techniques permettant de reproduire les
expériences présentées dans la partie Contribution scientifique. La démarche méthodologique
quant a elle sera décrite pour chaque étude, dans la partie Contribution scientifique
également, en faisant référence aux fiches techniques présentées ci-dessous. Ces fiches sont

classées en trois grandes familles d’expériences :

Les évaluations fonctionnelles : Ces expériences sont réalisées chez les sujets (patients ou
sujets sains contréles) dans I'optique d’obtenir des informations sur la capacité fonctionnelle
d’organes spécifiques (muscle strié squelettique, vaisseaux sanguins ...) ou de réponses
physiologiques globales au niveau de I'organisme en réponse a un stress (entrainement, effort

intense ...). Elles sont conduites de maniére non-invasive.

L’analyse de biopsies musculaires : Ces analyses sont réalisées a partir de prélevement, de
maniére invasive, d’échantillons de tissu musculaires chez les sujets (patients ou sujets sains
contréles). Elles ont pour but d’étudier les altérations tissulaires (organisation cellulaire ...)
mais également moléculaires (expression de génes ou de protéines ...) conséquence d’une
perturbation d’ordre pathologique ou en réponse a une intervention thérapeutique. Elles sont
majoritairement basées sur des techniques d’histologie, de microscopie a fluorescence, de

biochimie et de biologie moléculaire.

La culture cellulaire : Ces expériences se basent sur la culture primaire de cellules humaines,
préalablement isolées de prélevement tissulaires. L'intérét va se porter sur la comparaison de
caractéristiques cellulaires (prolifération, expression protéique ...) de cellules provenant de
sujets différents et/ou de la réponse de ces cellules a des interventions in vitro (exposition a
du sérum humain, électrostimulation ...). Ces expériences se basent sur des techniques de

microscopie a fluorescence, de biochimie et de biologie moléculaire.
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Evaluation fonctionnelle

Fiche n® 1 —Evaluation de la force et de I’endurance musculaire.

Principe

Les patients BPCO présentent une réduction de la force et de I’endurance locale musculaire
(Jaitovich & Barreiro, 2018). L’évaluation de ces paramétres permet une mesure de la fonction
musculaire sans engendrer une grande demande cardiorespiratoire et permet donc de
s’affranchir d’'une possible limitation sur ce plan chez les patients (Serres et al., 1998).
L’évaluation se fait sur segment isolé, habituellement le quadriceps par extension du genou

(Serres et al., 1998).

Matériel

Banc d’exercice

Poids et halteres

Capteurs de force reliés a un ordinateur

Procédure

Evaluation de la force de contraction maximale volontaire du quadriceps.

L’évaluation se fait sur un banc d’exercice
comportant un dossier et un bras articulé, qu’il est
possible de bloquer. Pour I"évaluation de la force,

le bras est réglé individuellement, bloqué et relié

au capteur de force. Les deux jambes sont

successivement évaluées.

1. Le sujet est installé le genou plié a 90° la

Bras immobile

hanche en flexion, les bras croisé sur la poitrine.

2. Le sujet réalise des contractions maximales du
guadriceps de 4 secondes, en présence d’encouragements standardisés.
3. Au minimum 3 contractions, espacées de 1 minute, doivent étre réalisées.
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€ Une contraction est valide si un plateau de force d’au moins 1 seconde apparait.

4. Si les 3 contractions sont valides et reproductibles (moins de 10% de différence entre
chaque), la plus haute valeur est conservée. Sinon, jusqu’a 2 contractions de plus peuvent
étre réalisées.

5. Lavaleur en Newton est rapportée a la distance du bras de levier (genou-point de pression)

puis cette valeur en Newton-metre est convertie en kilogrammes.

Evaluation de I’endurance du quadriceps.

L’évaluation de I’endurance du quadriceps se fait au travers du temps limite de contraction,

sur la jambe présentant la plus haute valeur de force maximale volontaire.

1. Le bras articulé est libéré et une masse équivalente a 30% de la force maximale volontaire
(en kg) est ajoutée.

2. Le sujet se trouve dans la méme position que lors de I’évaluation de la force maximale
volontaire.

3. Le sujet doit réaliser des cycles d’extensions du genou comportant 10 temps, 3 temps
d’extension, 3 temps de flexion et 4 temps de repos. Chacun des temps dure 1 seconde et
le respect de la vitesse d’exécution du mouvement est controlé a I'aide d’'un métronome
réglé sur 60bpm.

4. Le test est considéré comme fini si le sujet, malgré des encouragements standardisés :

e Ne respecte plus la vitesse d’exécution du mouvement.
o Ne réalise pas des extensions de genou complétes.
e Compense de maniere flagrante a I'aide d’autres groupes musculaires.
Dans ce cas, le temps d’exercice (en seconde) est relevé et considéré comme le temps

limite d’endurance du quadriceps.
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Fiche n® 2 — Epreuve d’effort maximale incrémentale

Principe

L’épreuve d’effort maximale incrémentale (EFX) est un test qui consiste a réaliser un exercice
a une intensité augmentant progressivement au cours du temps jusqu’a 'atteinte d’un effort
d’intensité maximale. Sont analysés, pour les paramétres cardio-pulmonaires, les cinétiques
jusqu’au maximum ainsi que les valeurs maximales, toutes ayant des significations cliniques

tres précieuses (Radtke et al., 2019) .

Matériel Fournisseur Référence
STATION D'EPREUVE D'EFFORT CARDIO- Exemple : MSE Electronique | Exemple : CUSTO MC5000
RESPIRATOIRE / AVEC VELO D'EXERCICE Medicale

Procédure

IR HERIEER)

€ L’analyseur des gaz doit étre correctement étalonné avant chaque utilisation avec un
mélange gazeux comprenant 4% de CO;, 21% d’0O; et 75% d’azote.
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Le sujet est ensuite installé sur I'ergometre, qui doit étre réglé précisément en fonction du
sujet.

Les électrodes de I'électrocardiogramme sont installées tout comme le tensiomeétre.
Pour l'installation du masque, I'absence de fuite doit étre vérifiée en bouchant avec la
main la sortie du masque et en demandant au sujet de souffler. En cas de fuite, changer la
taille de masque.

L'ensemble des paramétres sont enregistrés au repos.

Le programme d’incrémentation est ensuite choisi. Il comprend une phase
d’échauffement a une puissance donnée suivi d’une incrémentation d’un certain nombre
de watts toutes les minutes. La valeur de départ comme celle de I'incrémentation sont a
déterminer en fonction de I'dge, du sexe et de la condition physique du sujet, de maniere
a ce que I'EFX permette I'atteinte de I'intensité d’effort maximale en 8 a 12 minutes.
Durant I'EFX, les variables suivantes sont enregistrées :

e \'0;: Débit de consommation d’oxygéne (L.min2).

e \'CO;: Débit de production de CO; (L.min).
Analyseur des gaz, en

e Volume inspiratoire (VI) (L). continu

e Volume expiratoire (VE) (L).

e Fréquence respiratoire (FR) (min't).
e Fréquence cardiaque (FC) (bpm) a I'aide de I'électrocardiogramme en continu.
e Lasaturation artérielle en O; (%), en continue a 'aide du saturometre.
e Latension artérielle (mmHg) a I'aide du tensiometre, a chaque pallier.

e Dyspnée (0-10), a I'aide d’une échelle visuelle analogique chaque minute.

7. Avant le test, les éventuelles contre-indications sont vérifiées, alors que durant I'effort

I’absence de critére d’arrét est monitorée en continu par un médecin formé.
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AVANT L’EFFORT

DURANT L’EFFORT

Contre-indications absolues :
Pathologies cardiovasculaires non controlées :

Infarctus aigu du myocarde
Sténose coronaire principale gauche ou
équivalent

Angor instable

Cardiopathie valvulaire sténotique
modérée ou sévere

Arythmies symptomatiques non
controlées, y compris la fibrillation
auriculaire avec une fréquence
ventriculaire non controlée
Hypertension artérielle sévere non
traitée

Syncope

Tachycardies / bradycardies
Endocardite

Bloc auriculo-ventriculaire de haut
degré

Myocardite aigué ou péricardite
Cardiomyopathie hypertrophique
Insuffisance cardiaque incontrélée
Suspicion d'anévrisme disséquant
Thrombose veineuse profonde des
membres inférieurs

2) Conditions respiratoires non contrdlées

Embolie pulmonaire

(Edéme pulmonaire

Hypertension artérielle pulmonaire
sévere

Asthme non contrélé

3) Conditions non cardiorespiratoires non

contrdlées

Infection

Insuffisance rénale

La thyrotoxicose
Saignement aigu
Troubles électrolytiques

4) Grossesse avancée ou compliquée.

Saturation en oxygéne au repos
(Sp02<85% sur l'air ambiant
Déficience orthopédique qui
compromet la performance physique.
Déficience mentale ou cognitive
entrainant une incapacité a coopérer

Criteres d’arrét absolus :

Chute de la pression artérielle
systolique (sous les valeurs basales),
malgré I'augmentation de la charge
Douleur angineuse modérée a sévére
Sus-décalage du segment ST en
I'absence d’onde Q

Signes de bas débit (cyanose, paleur,
troubles cérébraux)

Tachycardie ventriculaire soutenue

Douleur angineuse croissante
Sous-décalage du segment ST majeur
Changement d’axe de QRS marqué
Trouble du rythme de gravité moindre
(ESV multifocales, triplets, salves) ou
de conduction

Fatigue, dyspnée, crampes ou
claudication

Pression artérielle systolique > 250
mmHg ou diastolique > 115mmHg

Contre-indications et criteres d’arrét

de

I'épreuve d’effort maximale

incrémentale (d’apres Graz et al.,
2009 & Radtke et al., 2019)
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8. L'EFX est considérée comme maximale si au moins un des critéres suivant est validé

(Radtke et al., 2019):

La VO, présente un plateau malgré 'augmentation de la charge.

Le quotient respiratoire (QR) est supérieur a 1.05.

La fréquence cardiaque (FC) est supérieure a 100% de la FC théorique.
La ventilation atteint 85% ou plus de la ventilation maximale volontaire.

La lactatémie sanguine est supérieure ou égale a 8 mmol. L.

9. Enl'absence d’atteinte d’au moins deux des criteres précédents une VOgpic est rapportée.

En cas d’épreuve limitée par une manifestation pathologique (e.g. Epuisement de la

réserve ventilatoire chez un patient insuffisant respiratoire), une VO, symptome-limitée

peut étre rapportée.

10. Les parameétres, particulierement le rythme cardiaque, doivent étre enregistrés et

surveillés au moins 3 minutes suivant I'arrét de I'effort, durant la phase de récupération.

Calculs

Sur la base des variables mesurées, un certain nombre de calculs permettent d’obtenir des

informations supplémentaires. En général, sont calculés :

e Le débit ventilatoire (V'E) (L.min) : VE = (VI + VE) X FR

e Le quotient respiratoire (QR) : QR = (

VCo,

7o ) Ce parametre permet d’obtenir I'origine de Ila
2

fourniture d’énergie : un QR = 0.7 correspondant a un recours exclusif a I'oxydation des lipides

alors qu’un QR =1 correspond a une utilisation exclusive des glucides.

e Le premier seuil ventilatoire (SV1) : Bien que controversé, est un parameétre intéressant pour

apprécier la capacité d’endurance d’un sujet. Il est habituellement réduit dans le cadre de

maladies chroniques comme la BPCO. Ce premier seuil permet de cibler une intensité de

réentrainement individualisée correspondant a l'intensité maximale avant la survenu d’une

dérive ventilatoire pouvant mener a un inconfort chez des patients BPCO. Le réentrainement a

I'intensité correspondant au SV1 permet de meilleurs résultats qu’une intensité fixe (e.g. 60% de

V’'0;) (Vallet et al., 1997a). La détermination du SV1 est faisable d’apreés les tracés de V'O,, V'CO;

et V'E de I'EFX Le SV1 est caractérisé par une augmentation brusque de la production de CO,, et
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donc de la V’E, qui deviennent toutes les deux disproportionnées par rapport a la V'O,. Plusieurs
méthodes permettent d’identifier ce découplage, résumées dans la figure ci-dessous. Dans le
cadre de nos études, nous croisons les méthodes et faisons la détermination des seuils suite a

I’avis concordant de deux opérateurs différents, se basant chacun sur deux méthodes a minima.

a. Méthode de Biever

vVCO2

b. Méthode de Wasserman

SV1 VE

VE/VO2

Puissance

Parameétres ventilatoires
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Fiche n° 3 — Evaluation de la fonction endothéliale (EndoPAT)

Principe

La technologie PAT® (Peripheral Arterial Tone) permet la mesure du tonus artériel des lits
artériels périphériques de maniére non-invasive. Le signal PAT® est mesuré au bout du doigt
et enregistre les variations de volume digital sous l'effet du pouls artériel. L'appareil
EndoPAT2000 se base sur la technologie PAT® et permet la mesure simultanée des variations
de volume digital des index droit et gauche a 'aide de sonde pléthysmographiques. Cette
mesure présente l'avantage d’intégrer de fait un contréle controlatéral lorsqu’on évalue

I’hyperémie réactive post-occlusive sur un bras. L'indice d’hyperemie réactive (RHI) est calculé

DHpg DCpo

a l'aide de la formule suivante : RHI = , ol DH : Amplitude de pouls du doigt

DHpaseg © DCpase

hyperémique ; DC : Amplitude de pouls du doigt contréle ; BASE : Pre-occlusion ; PO : Post-

occlusion. Le RHI a été validé comme indicateur de la (dys)fonction endothéliale (Yeboah et

al., 2007).
Matériel Fournisseur | Référence
EndoPAT2000 Itamar Medical OM1695214

2 sondes compatibles par test + 2 anneaux | Itamar Medical

digitaux en mousse.

Tensiometre

Repose bras en mousse Itamar Medical

Procédure

€ Avant de commencer le test, le sujet doit étre au repos total depuis au moins 30min.
Toutes prises alimentaires ainsi que de café ou de nicotine doivent étre évitées dans les
2 heures précédant le test.

1. Le sujet est installé en position semi-assise ou allongée en fonction des capacités

respiratoires.

2. Mettre la clef USB sur I'ordinateur et brancher le cable USB de I'appareil.
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10.

11.

12.

Ouvrir le logiciel : Si I'icone PAT en bas a droite
de I"écran ainsi que la diode sur I'appareil sont
allumées en vert, la communication est OK.
Commencer par prendre la tension artérielle au
niveau du bras dominant.

Renseigner la fiche patient (bouton 1, figure ci-
dessous) en indiquant les pressions systoliques
et diastoliques mesurées.

Placer les 2 supports en mousse de part et

d’autre du patient, brancher les

Evaluation fonctionnelle

sondes au bout des cables puis les
placer dans les trous prévus a cet effet

dans les supports en mousse. SONDE 1

Controle

Placer le brassard pneumatique au )
controlatéral

niveau du bras dominant du patient.

Mettre I'anneau bleu sur le majeur du 5> min.
patient et y clipper le cable. SONDE 2
Bras subissant
Demander au patient de placer ses I'occlusion
artérielle
index dans chacune des sondes, en
REPOS

butée.

5 min.

5 min.

OCCLUSION HYPEREMIE

Appuyer sur le bouton « Deflate » (bouton 2) puis une fois les sondes dégonflées cliquer

sur « Inflate » (bouton 3).

Une fois les sondes bien gonflées, placer les mains du patient dans le vide, la limite du

support doit étre au niveau de la limite distale de la paume.

Appuyer sur Test Standby (bouton 4). Repérer les sondes en les tapotant et vérifier que le

signal est bon. A cette étape, le processus peut encore étre stoppé pour un éventuel

ajustement sans perdre les sondes.

IMPORTANT : Le test de standby ne doit PAS dépasser 5 min, sinon le test est a

recommencer et les sondes a jeter.

Si le signal des 2 sondes est bon et que le sujet est prét, appuyer sur «GO » (bouton 5).
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13. Lancer également le chronométre (bouton 6)
14. PHASE 1 : 5 minutes au repos.
4 IMPORTANT : Faire 5 min MINIMUM donc plutét 5min20 sinon le test sera invalide.

15. PHASE 2 : Gonfler le brassard a 200 mmHg minimum et/ou ou 60 mmHg de plus que la
valeur pression systolique du patient.
16. Maintenir I'occlusion durant 5min minimum.

@ Etre attentif a garder la pression constante et éviter a tout prix les mouvements.

17. PHASE 3 : Lever I'occlusion et enregistrer durant 5min20.

€ Bien prévenir le patient de ne pas bouger malgré les fourmis dans les doigts.

18. A la fin du test appuyer sur le bouton STOP (bouton 7) puis sur la baguette magique

(bouton 8).

Si le test est valide, la zone d’obstruction va apparaitre en bleu et la valeur d’hyperémie

réactive (RHI) va apparaitre a droite de I'écran.

Pour plus d’informations sur le test, il est également recommandé d’imprimer le rapport au

format .xIsx a I’aide du bouton 9.
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Fiche n° 4 — Réentrainement a I'effort

Principe

Le réentrainement a l'effort fait partie intégrante du traitement de nombreuses maladies
chroniques dont la BPCO (Spruit et al., 2013). Il est associé dans la prise en charge de ces
pathologies a une approche multidisciplinaire appelée réhabilitation respiratoire, intégrant
des aspects d’éducation thérapeutique, de changement de comportement, de support
psychologique, etc. Comme nous pensons que les effets vasculaires sont principalement
médiés par l'action du réentrainement a |'effort, nous avons spécialement travaillé sur
I’harmonisation du protocole de ce dernier. En effet, les études portant sur I'effet de ce
réentrainement sont nombreuses, mais pas toujours comparables du fait de disparités dans
les protocoles de réentrainement. L'idée ici est de proposer un protocole de réentrainement
a I'effort bien défini qui nous permettra d’harmoniser cette intervention entre les différents

centres de notre étude clinique multicentrique DysEndoBPCO.

Matériel

Cycloergometres

Poids et haltéres

Elastiques de différentes raideurs

Saturometre

Cardiofréquencemétre

Procédure

L’entrainement, composé d’'un mixte d’exercice en endurance et en résistance, est conduit
sur plusieurs semaines (5-6 semaines pour I'étude n°1 et 3, 10 pour I'étude n°2 et 4 pour
I’étude n°4).

Entrainement aérobie sur cycloergométre (50minutes, 3 séances par semaine) :

1. Les patients sont installés sur les cycloergometres.

€ Bien penser a prendre de temps de régler les ergométres. Le mieux étant de garder
le méme pour chaque patient d’'une séance a l'autre.

2. L'entrainement débute par une phase d’échauffement a la fréquence cardiaque (FC)
atteinte a 30% de la puissance maximale aérobie lors de I'EFX d’évaluation (Fiche 3).
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3. Aprés 5 minutes d’échauffement, la résistance de I'ergométre est augmentée pour

atteindre la FC associée au premier seuil ventilatoire (SV1) lors de I'EFX initiale (Fiche n°3).

Cette intensité d’effort est maintenue durant 10 minutes.

La résistance est ensuite diminuée pour un retour a la résistance d’échauffement pour 5

min.

€ On alterne de cette maniére 3 blocs de 15 min (10min au SV1, 5min a 30%) pour 45

min d’effort, 50min avec I’échauffement.

Séance 1
L

Watts
CIBLE

Fc SV
CIBLE

10'

5

10'

5

10'

5

Ech

Palier 1

Recup

Palier 2

Recup

Palier 3

Recup

Watts| Sat | FC

Watts | Sat | FC

Watts | Sat | FC

Watts| Sat | FC

Watts | Sat | FC

Watts | Sat | FC

Patient 1

60

106

Patient 2

85

121

Patient 3

25

125

Patient 4

20

105

Patient 5

80

128

Patient 6

20

95

Patient 7

70

93

Patient 8

90

128

€ Points importants :

La FC doit étre contrblée a minima 2 fois par pallier, le mieux étant un contréle en

continu.

L'intégralité de la séance (nombre de Watts, FC, saturation artérielle en O, pour

chaque seuil et chaque patient) doit étre rapportée pour permettre un suivi de

I’évolution des charges et de |'observance au cours des séances.

Si 'entrainement est efficace, le maintien d’un travail aux FC cibles nécessitera une

augmentation de la charge de semaine en semaine.

Dans le cas d’'une évaluation intermédiaire en cours de protocole, si les valeurs de

seuils ventilatoires sont modifiées par rapport a la mesure pré-entrainement,

I'intensité de réentrainement doit étre ajustée.

Renforcement musculaire analytique (1heure, 1-2 séances par semaine) :

Le renforcement musculaire doit étre conduit sur 8 a 10 groupes musculaires, comprenant des

séries de 8 répétitions sur 2 séries. Une a deux répétitions par semaine sont ajoutées pour

atteindre 12-14 répétitions la derniére semaine du programme.

Le réentrainement est commencé a 30% de la force maximale développée sur une répétition

(1-RM). La détermination du 1-RM étant un exercice délicat et potentiellement dommageable
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pour des personnes agées et/ou présentant une maladie chronique, nous faisons le choix
d’utiliser une valeur de 1-RM estimée, a I'aide de la méthode de Brzyski (Brzycki, 1993).
L'intensité d’effort est ensuite progressivement augmentée pour atteindre 60-70% de la 1-RM
en fin de programme. Dans le cas d’exercices nécessitant le recours a des élastiques, sans
guantification possible de la charge, I'objectif est de pratiquer I'activité en ciblant une
intensité d’effort de 5-6 sur 10 sur une échelle visuelle analogique d’effort pergu, de maniere
standardisée, comme recommandé par les sociétés savantes (Nelson et al., 2007). L'effort
percu évoluant avec les progres, une augmentation de la tension des élastiques pour un méme

degré d’effort percu devrait étre observé au fil du programme.

Poids optimal Poids le plus lourd que le patient peut soulever 5 a 10 fois.

Répétitions Nombre de répétition réalisée avec le poids optimal

METHODE D'ESTIMATION DE BRZYSKI (Brzyski, 2013 JOPERD)

Patient 1 (exemple) A remplir Calcul automatique
GROUPE MUSCULAIRE Poids optimal (kg) Répétitions (n) 1 RM prédit (kg) Intensité cible - 30% de 1RM (kg)
Biceps 10 6 11,61 3,48
Triceps 13 7 15,60 4,68
Quadriceps 22 5 24,75 7,43
Dorsaux 14 9 18,00 5,40
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Analyses de biopsies musculaires.

Fiche n° 5 — Prélevement et conditionnement de biopsies

musculaire humaines

Principe

La biopsie musculaire, prélevée a I'aide de trocart, est une technique qui permet de prélever

un échantillon musculaire humain de maniére relativement aisée (Hayot et al., 2005). En effet,

cette technique ne nécessite qu’'une anesthésie locale, n’engendre que des douleurs

modérées et ne donne lieu qu’a de trés rares complications. Elle permet en outre le

prélevement d’une quantité de muscle suffisante pour de multiples analyses ultérieures.

Matériel Fournisseur | Référence
Cryostats Cryotome™ Thermo Scientific

UltraMicrotome Leica, UltraCut E

Azote liquide

Scalpel / Champs et équipements stériles

Seringue et tubulure stérile

Sutures cutanées adhésives

Trocart a usage unique KBM 6/10 de 5 mm de diamétre Laurane Médicale

Corning CoolCell Sigma CLS432011

Cryotubes

Réactifs Fournisseur | Référence | Conservation
Lidocaine chlorhydrate 2% Fourniture médicale de pharmacie
Glutaraldehyde Sigma 340855 T°A
Acetate d’uranyle Agar scientific AGR1260A T°A
Citrate de plomb Sigma 15326 T°A
Tetroxide d’osmium Sigma 201030 T°A
Résine EmBed 812 Fisher Scientific 50-980-446 T°A
Isopentane Sigma-Aldrich PHR1661 T°A
Ethanol anhydre Fisher Scientfific 12377103 T°A
Sérum de Veau Feetal (SVF) Dutscher S1197151810 -20°C / 4°C
Dimethyl sulfoxide (DMSO) Sigma D2650 T°A




Analyses de biopsies musculaires.

Procédure

€ Nous nous sommes interessé dans ce travail aux effets chroniques de I'exercice. Ainsi
la biopsie était réalisée au minimum 48h aprés la derniére séance de réentrainement a
I'effort.

5. Apres repérage [1], au niveau de la jonction du tiers moyen-inférieur de la cuisse (15cm
au-dessus de la patella), une asepsie de la zone est réalisée [2].

6. Une anesthésie locale est réalisée a I'aide d’environ 5mL de Lidocaine chlorhydrate 2% [3].

7. Une incision de 1cm, parallele a I'axe du fémur, est effectuée a I'aide d’un scalpel [4].

8. Le trocart est ensuite inséré jusqu’a 1 cm sous l'aponévrose du vaste latéral ou le
préléevement d’un échantillon de 200 a 300 mg est effectué. L’échantillon est aspiré a 'aide
d’une seringue et d’'une tubulure stérile actionnées par un assistant [5].

9. La plaie est ensuite refermée a I'aide de sutures cutanées adhésives [6].

1 2 3 4 5 6

| ¢ @8 @ @ @A
W e v vl .
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Traitement de I’échantillon

Le prélevement est traité au plus vite par un ou plusieurs assistants, a I'aide de matériel stérile.

Il est séparé en 4 parties, traitées selon 4 modalités :

1. Congélation progressive : Congélation préalable dans de l'isopentane pré-refroidi a

I'azote liquide puis transfert dans I'azote liquide. L'échantillon est ensuite utilisé pour
réaliser des cryosections de 14um d’épaisseur a I'aide d’un Cryostats Cryotome™. Les
cryosections sur lames sont ensuite stockées a -20°C en attendant les analyses
d’'immunofluorescence (fiche n°6).

2. Congélation directe : Congélation immédiate dans de I'azote liquide. Stockage a -80°C en

attendant I'extraction des protéines et ARN totaux (fiche n°8).

3. Congélation pour culture cellulaire : Le morceau de biopsie est plongé dans un cryotube
contenant 1mL de SVF/10% DMSO et recoupé directement dans le tube en petits cubes
(~1.5 mm de c6té) a I'aide de ciseaux stériles. Le cryotube est placé dans un compartiment

de boite de congélation pour cellules (CoolCell par ex.), placé rapidement a -80°C pour 24h
et ensuite stocké dans des vapeurs d’azote en attendant I’extraction des cellules (fiche
n°10).
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4. Traitement pour analyses en microscopie électronique :

a) Fixation 1 : Solution 2.5% glutaraldehyde dans un tampon PHEM (18.14 g Pipes, 6.5
g Hepes, 3.8 g EGTA, 0.99 g MgS04, pH 7.0 w/ KOH).

Recoupe en morceaux de 12 mm3,

Fixation 2 : Solution de 0.5 % de tetroxide d’osmium. 2h dans le noir, T°ambiante.

O T

[oN

Déshydratation : Série de bains a I’éthanol 30-100%.
e) Imprégnation : Résine EmBed 812.
f) Coupe : Transversale, 70nm d’épaisseur a I'aide d’un UltraMicrotome.

g) Coloration : Acetate d’uranyle et citrate de plomb avant prise d’image et analyse
(fiche n°7).

BIOPSIE MUSCULAIRE

Congélation

. . Congélation . - Congélation Fixation
progressive progressive Rapide ' Deshydratation
(Isopentane (CoolCell) Inclusion en résine
bead

refroidi) ‘

Coupe et coloration

Coupe l
——QOLC a AZOTE -80°C Temperature ambiante
MICROSCOPIE A CULTURE  PROTEINE MICROSCORPIE
FLUORESCENCE CELLULAIRE & ARN ELECTRONIQUE
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Fiche n° 6 — Analyse de la couverture péricytaire par

immunofluorescence

Principe

L'analyse de cryosections musculaires par immunofluorescence permet de mettre en
évidence l'expression de protéines spécifiqgues de maniére a révéler différents types
cellulaires. Il est également possible, grace a une quantification de I'intensité de fluorescence,
de quantifier I'expression relative de protéines spécifiques dans le tissu. Pour cela, la protéine
est reconnue a l'aide d’un anticorps primaire spécifique de cette protéine. Ensuite, un
anticorps secondaire dirigé contre |'espéce d’origine de I'anticorps primaire et couplé a un
fluorochrome a longueur d’onde d’excitation et d’émission spécifique est ajouté. Cela nous
permet a I'aide d’un microscope a fluorescence de faire apparaitre en couleur les protéines

marquées par le couple anticorps primaire et secondaire.

Matériel Fournisseur | Référence
Microscope a fluorescence multicanal

Stylo DakoPen Dako $200230-2

Lames & Lamelles Dutcher 140619

Cones stériles de 10, 200 et 500 L avec filtres

Chambre humide

Tube de 1.5 stérile

Pipeteur de 2.5, 10, 20, 200 et 500 uL

Réactifs Fournisseur | Référence | Conservation
Anticorps anti-CD31, Souris (1/100) BD Pharma. 550389 4°C
Anticorps anti-NG2, Lapin (1/100) Abcam ab83178 -20°C
Anticorps anti- aSMA, Souris (1/100) Abcam ab7817 -20°C
Anti-mouse Alexa Fluor® 488, Donkey (1/1000) InVitrogen A32766 4°C
Anti-rabbit Alexa Fluor® 555, Goat (1/1000) InVitrogen A32727 4°C
Milieu de montage Fluoroshield™ Sigma-Aldrich F6182 4°C
DAPI (1/10000) Abcam ab228549 4°C
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Procédure

10.

Sortir les cryosections musculaires [voir fiche n°5 pour procédure de cryosection] du
congélateur (5 a 10 coupes) et les placer dans la chambre humide.

Une fois la coupe décongelée (5-10 min.), tracer un trait circulaire au stylo DakoPen autour
de la coupe.

Ne pas faire le trait trop proche de la coupe, risque d’auto fluorescence.

Faire une solution d’anticorps primaire, en diluant les anticorps dans du PBS 1X, en suivant
les concentrations indiquées dans la partie Réactifs.

Penser a centrifuger les tubes d’anticorps 20s. / 10 000 g avant de prélever.
Déposez délicatement 100uL de solution sur chaque coupe.
& Incubation | 1h | T° ambiante

Faire 4 lavages avec 200uL de PBS 1X par coupe.

Faire le mix d’anticorps secondaires. Diluer le DAPI dans un tube de 15 mL puis prendre 1
a 2 mL de cette solution (en fonction du nombre de coupe) et y diluer les anticorps
secondaires.

Penser a centrifuger les tubes d’anticorps 20s. / 10 000 g avant de prélever.
Déposer 200uL de la solution d’anticorps sur chaque coupe.
Incubation | 1h | T° ambiante | dans le noir

Faire 4 lavages avec 200uL de PBS 1X par coupe.
Mettre une goutte de milieu de montage sur chaque coupe et y déposer délicatement la
lamelle.

(» 12a24h |4°C | dans le noir

Analyse au microscope.

Pour les images destinées aux analyses d’intensité de fluorescence, la durée d’excitation
doit étre la méme pour toutes les conditions.

Quantification du pourcentage de pericyte aSMA positifs

1. Ouvrir dans Imagel les images du canal vert (C1) et rouge (C2) correspondant
respectivement aux marquages anti aSMA et anti-NG2.
2. Lancer la macro « AnalyseSMA.ijm » dans le logiciel Imagel.
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1 selectWindow(
2 ren(*Threshold...™);
3 waitForUser; ## 5
| run{ “Convert to Mas

B o= =

(=1

runi “Analyze

i ;& Comptage du nombre de péricyte
7 close();

2 selectWindow( "Ex
3 run{"Clear Results"});

1 roiCount = roiManager("count™);
1 for (i=8; i<roiCount; i++) {

o 5

o

12 roiManager(“select
run{"Measure™);
astd @ L'intérieur du masque créé a la Ligne 4,

-2s différentes mis

L
indigue um peéricy

3. Sur Excel, calculer ratio entre le nombre de zone (i.e. péricytes) avec un gris moyen de
marquage aSMA >20 et le nombre de zone total.

Quantification de la couverture péricytaire

1. Ouvrir dans Imagel la photo issue du canal 1 (CD31 : capillaires) ou canal 2 (NG2: péricytes).

CANAL1:CD31 | CANAL 2 : NG2

2. Fixer manuellement le seuil de coupure du bruit de fond (Fonction Threshold, over/under,

Huang), réduire au minimum puis augmenter jusqu’a disparition des halos noirs entourant
les points de signal.

3. Effacer les éventuels artefacts de signal (contréle visuel).

4. Al'aide de la fonction Analyse Particles, calculer le nombre de points de signal, en fixant
comme seuil de détection 0,01 — o= inch? pour les images c1 (capillaires) et 0,008 — e inch?

pour les images c3 (péricytes).
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5. Enregistrer les valeurs d’aire de chaque point en c1 et c3 et les additionner pour chaque
canal puis calculer le ratio APc/AC (Aire cumulée en c3/Aire cumulée en cl1) qui constitue
un indice de couverture péricytaire (Caporali et al., 2015; Fukada & Kajiya, 2020b; Gianni-
Barrera et al., 2016; Vono et al., 2016).

Validation de la méthode

A Variables Mesure 1 Mesure 2 Concordance de Lin!
Ratio Pc/Cap 0,86+0,29 0,86+0,26 pc=0,96 Reproductibilité
Ratio Apce/Cap 0,68+0.46 0,67 +0,44 pc=0,95 ntra-opérateur
Capillaires (nombre) 28.88+6,15 28.5+5.88 pc=0,96 Validité externe
Seuil : 0,008 inch?
B COU rbe ROC c Standard (comptage manuel 40x)?
— Nouvelle méthode . -
0,8 0.005 0.002  / Péricyte  Non-péricyte total
Comptécomme _
S 0,6 péricyte VP =130 EP=1 131
e ;
04 Non-Compte .
— comme péricyte FN=10 VN=126 136
0,2 0.0>
Total 140 127 267
0
= 0,5 Kappa de Cohen =0,
0 1-Sp . " K =0,92

Résultats des tests de validité de la méthode de comptage semi-automatisée. 4. Validité intra- opérateur et validité
externe (mesure 1 : nouvelle méthode; mesure 2 : standard *). B. Courbe ROC resumant les valeurs de sensibilité (Se)
et de spécificité (Sp) en fonction de différents seuils de deétection des péricytes testés (inch?).

C. Erreurs de detection (FN et FP) et concordance (Kappa de Cohen) entre la nouvelle méthode et la méthode standard
pour la dérection des péricytes. VP= Vrai Positif; FP= Faux Positifs; FN= Faux Négatifs; VN= Vrai Négatifs.
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Fiche n® 7 — Analyse de l'ultrastructure capillaire musculaire

Principe

L'acquisition d’images de sections transverses musculaires en microscopie électronique
permet une analyse de l'ultrastructure des capillaires sanguins musculaires au travers
d’analyses morphométriques et d’évaluations qualitatives (présence/absence d’un
phénomeéne). Le but est de comparer |'ultrastructure de ces capillaires entre deux conditions
(e.g. sujet sain vs patient BPCO), des modifications visibles entre deux conditions pouvant

avoir une signification biologique.

Acquisition des images

1. Les images sont acquises a l'aide d’'un microscope électronique (Tecnai F20 a 120kV) a
partir des coupes obtenues précédemment (fiche n°5). La plupart des manipulations et
réglages sont effectués par I'ingénieur de recherche en charge de la plateforme.

2. Lacoupe est balayée méthodiquement et des qu’un capillaire est repéré, une photo de ce
dernier est capturée avec un zoom éventuel sur des évenements notables. Tous les
capillaires de la coupe sont capturés.

Analyse des images

1. Ouvrir 'image dans Imagel et I'étalonner avec la fonction Set Scale

2. Réaliser l'entourage a la main des différentes structures (Lumiere, Endothélium,
membrane basale et péricytes) pour obtenir leur aire (A) et leur périmeétre (P).

€ Permet le calcul de I’épaisseur de ces structures et leur volume relatif, en suivant les

équations suivantes :

e Epaisseur de la lumiére = 2* Aiumiere/PLumiere

e Epaisseur de I'endothélium = 2*[(AenpoTHeLium — Atumiere — Anuct)/ (PenpoThELuM + PrLumiere +
PNucI)]

o Epaisseur de la membrane basale = 2*[(AMEMBRANE BASALE — AENDOTHELIUM —
Apéricyte)/ (PmemBRANE BAsALE + PenpoTHELIUM + Préricyte)]

e Volume relatif de la lumiére = Aiumiere/ AMEMBRANE BASALE

e Volume relatif de I'endothélium = [(AenpotHELIUM — ALumiere)/ AMEMBRANE BASALE]
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Volume relatif de la membrane basale = [(AMEMBRANE BASALE — AENDOTHELIUM)/AMEMBRANE
BASALE]

Volume relatif des péricytes = Apgricyte/ AMEMBRANE BASALE

Densité de noyau endothéliaux (ECNUC|) = AECNucI/(AENDOTHELIUM— ALumiére)

3. Tracer une grille avec des carrés de 0.5625 um? (image B). Compter le nombre de carrés

contenant:

de la Lumiére (PL)

de I'Endothélium (PE)

de la Membrane Basale (PMB)
des Péricytes (PPc)

une partie du capillaire (Ptot).

€ Permet le calcul du volume : Vv = Pstructure / Ptot

4. Toujours sur I'image B, compter les ratios :
Nb Lignes croisant le contact EC/BM et un péricyte -> Couverture péricytaire

Total NbLignes croisant le contact EC/BM

NbLignes croisant le contact EC/Lum et une projection intraluminale -> projections intra-luminales

Total NbLignes croisant 'interface EC/Lum

5. Analyse semi quantitative (image C). Noter la présence pour chaque capillaire :

D’un contact Pc / Ec (fleche bleue).
De projections intraluminales (fléche rouge).

De bourgeons vasculaires (fleche verte).

€ Pour chaque sujet établir le ratio Nb capillaires concernés par un de ces événements /

Nb capillaires total du sujet.

o 5 _g
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Fiche n° 8 — Extraction des protéines et ARN totaux musculaires

Principe

Le but de ce protocole est de présenter les étapes successives permettant |'obtention

d’extraits purifiés de protéines et d’ARN totaux provenant d’échantillons musculaires

humains. Ces extraits ont pour intérét un dosage de protéines spécifiques, a I'aide d’analyses

biochimiques et/ou I’analyse de I'expression de certains génes, a I'aide de techniques de

biologie moléculaire.

Matériel Fournisseur | Référence

Bain-marie sec

Vortex

Mortier / pilon céramique Dutcher 140619

Cobnes stériles de 10, 200 et 500 L avec filtres

Azote liquide

Tube de 1.5 stérile

Pipeteur de 2.5, 10, 20, 200 et 500 pL

Réactifs Fournisseur | Référence | Conservation
Kit d’extraction NucleoSpin® RNA/protein Macherey-Nagel 740933 -20°C / 4°C / T°A
Eau « PCR Grade » Millipore C100693 -20°C
1,4-Dithiothreitol (DTT) a 1M Roche 10197777001 4°C

Ethanol anhydre Thermo Scientific | 12377103 T°A

Lyse de biopsies musculaires en vue de I’extraction d’ARN & protéines

% Préparer des tubes contenant 350 pL de RP1 (Kit NucleoSpin®) — 1% DTT 1M (1 par biopsie) puis

vortexer.

€ Sous la hotte car le DTT est toxique

1. Prévoir un conteneur d’azote liquide avec dedans les cryotubes contenant les biopsies.

€ Toutes les étapes suivantes doivent étre réalisées en portant des gants de protection

contre le froid et des lunettes de protection.

Laver le mortier et le pilon a I'’éthanol 70% et les refroidir a I'aide d’azote liquide.

3. Déposer le morceau de biopsie dans le mortier rempli d’azote.
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4. Broyer le morceau avec le pilon.

€ Le mortier doit toujours contenir de 'azote, en verser a nouveau au besoin

5. Attendre I'évaporation de I’azote en penchant le mortier. Une fois I'azote évaporé, gratter
la poudre de muscle a I'aide d’'un cone 1mL préalablement refroidi et |a faire tomber dans
le tube contenant 350 uL de RP1—-1% DTT 1M.

@ Etre le plus rapide possible pour éviter toute décongélation du muscle.

6. Vortexer le tube et attendre la lyse du tissu.

10-15 min. | T° ambiante

7. Homogénéiser en faisant 7 aller-retour avec une seringue et une aiguille 20 gauges.
{) 14000 g |5 min

8. Transférer le surnageant dans un nouveau tube de 1.5 mL et ajouter 300 uL d’éthanol
100%. - Mélanger a la pipette + 3 sec de vortex.

Q) 14 000g | 10 min

9. Surnageant -> Extraction des protéines (p. 116)
Culot -> Extraction des ARN totaux (p. 117)

Extraction des protéines musculaires

1. Transférer 500ulL du surnageant obtenu dans un tube de 1.5 mL.
2. Ajouter 500uL de Protein Precipitator (Kit NucleoSpin).
10 min. | T° ambiante

<{) 11000 g |3 min

3. Retirer le surnageant.

4. Ajouter 500puL d’éthanol 50%.
{ 11000 g |1 min
5. Retirer le surnageant au maximum

€ Retirer au cdne 1mL puis centrifugation rapide (11000g) et retirer le reste au céne 200pL.
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Laisser sécher.

10 min. | T° ambiante |Couvercle ouvert

Ajouter 120uL de PSB-TCEP (Kit NucleoSpin).

Mélanger et casser le culot a la pipette.

3 min au bain-marie sec a 95°C
Bien attendre que le bain marie soit a 95°C avant de mettre les tubes

{ 11000g |1 min

Stocker les tubes a -20°C

Extraction des ARN totaux musculaires

€ Toutes les étapes suivantes doivent étre réalisées avec des gants, sur une portion de

1.

paillasse spécifique et avec des pipeteurs préalablement nettoyés et différents de ceux
utilisés pour les synthéses d’ADNCc.

Ajouter 350uL de RP1 (Kit NucleoSpin) au culot obtenu précemment.

Mélanger a la pipette + 3 sec. de vortex.

2.
3.

Ajouter 350pL d’éthanol 70%. Mélanger a la pipette.
Transférer la solution obtenue dans une colonne anneau bleu (Kit NucleoSpin).

$) 11000¢g | 30 sec.

Changer le tube de collecte et ajouter 350uL de Membrane Desalting buffer (MDB ; Kit
NucleoSpin) pour désaliniser la membrane pour optimiser I’action de la rDNase.

{) 11000¢g |1 min
Préparer de la rDNase a 10% en mélangeant un volume de rDNase a 9 volumes de Reaction

buffer for rDNase (Kit NucleoSpin).

Verser 95 pL de rDNase 10% dans chaque tube pour digérer les acides nucléiques.

15 min. | T° ambiante
Ajouter 200pL de tampon RA2 (Kit NucleoSpin) pour inactiver la rDNase.
<) 11000g | 30 sec.

Changer le tube de collecte et ajouter 600uL de tampon RA3 (Kit NucleoSpin)
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{11000 g | 30 sec.

8. Changer le tube de collecte et ajouter 250uL de tampon RA3 (Kit NucleoSpin)

$) 11000g | 2 min.
€ Ne surtout pas remouiller le filtre en retirant la colonne !

9. Changer le tube de collecte (Tube 1.5mL) et ajouter 40uL d’eau RNase-free (Kit
NucleoSpin).

€ Bien verser au centre de la colonne, sur la membrane.
> .
<) 11000g | 1 min.

10. Jeter la colonne et congeler I'éluat a -80°C.
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Fiche n® 9 — RT-gPCR

Principe

Analyses de biopsies musculaires.

La Reverse Transcriptase-quantitative Polymerase Chain Reaction (RT-qPCR) a pour intérét

d’apprécier la quantité d’ARNm codant pour un géne dans un tissu, pour obtenir une

information sur le niveau d’expression de ce gene. Cette quantification se fait a I'aide d’une

étape intermédiaire de transcription inverse des ARN en ADN complémentaire (ADNc). Ces

ADNCc sont ensuite amplifiés lors de |'étape de PCR. L'ajout de composés fluorescents (SYBR

green) permet de suivre en temps réel la synthése exponentielle des amplicons correspondant

aux amorces choisies. Le nombre de cycles d’amplification nécessaires pour obtenir une

fluorescence supérieure au bruit de fond (Ct) correspond a une mesure relative de la

concentration de I’ADNc cible dans I’échantillon.

Matériel Fournisseur | Référence
LightCycler 480 Roche 05015278001

Plagues 96 puits gPCR Roche 04707516001

NanoDrop Ozyme

MasterCycler Eppendorf 6311000010

Cones stériles de 10, 200 et 500 L avec filtres

Tube de 1.5 stérile

Pipeteur de 2.5,10, 20, 200 et 500 uL

Réactifs Fournisseur | Référence | Conservation
Transcriptor Universal cDNA Master Roche 5893151001 -20°C
Eau « PCR Grade » Millipore C100693 -20°C
Amorces Eurofins -20°C
SyBR Green | Master (2X) Roche 04707516001 -20°C

Synthése des ADNc

1. Doser les ARN extraits lors de la fiche n°8 a 'aide d’un appareil type NanoDrop.

€ Toutes les étapes suivantes doivent étre réalisées avec des gants, sur une portion de
paillasse spécifique et avec des pipeteurs préalablement nettoyés et différents de ceux

utilisés pour les extractions d’ARN.
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Préparer des tubes contenant 500 ng d’ARN dans un volume total d’eau « PCR grade » de
15uL.
Dénaturer les ARN sur un bain-marie sec.

75°C | 5 min

Placer les échantillons sur glace.

Glace |10 min

Ajouter dans chaque tube 4ulL de Tampon 4X ainsi que 1uL de Transcriptase.

Les étapes suivantes peuvent étre réalisées a I’aide d’un MasterCycler ou de 2 bains
marie secs

Synthese des ADNc

& 42°C | 30min

Inactivation de la transcriptase
95°C | 2 min

Arrét de la réaction

& Glace | 10 min

Centrifugation rapide des échantillons

10. Dilution des échantillons dans un volume total de 250 uL d’eau « PCR grade ».
11. Stockage des ADNc a -20°C.

PCR quantitative

€ L’ensemble des étapes suivantes doivent étre réalisées sur glace, avec des gants, sur une

portion de paillasse spécifique et avec des pipeteurs préalablement nettoyés et
différents de ceux utilisés pour les extractions d’ARN et les synthéses d’ADNCc.

En suivant les volumes d’eau fournis par le fabricant, re-suspendre les amorces dans de
I’eau « PCR grade » pour atteindre une concentration de 100 pmol/uL.

Réaliser une solution de 200 pL contenant 5uM d’amorce sens et anti-sens (dilution au
1/20, 10uL sens, 10uL anti-sens et 180uL d’eau).

Faire décongeler sur glace I'eau, les amorces, le SYBR Green et les ADNc.

Faire un mix réactionnel contenant :

e SyBR Green: 5 plL/puits

e EaugPCR: 1,5 ulL/puits

e Mix Amorces 5 uM : 1uL/puits

120




Analyses de biopsies musculaires.

€ Réaliser les expériences en triplicata en prévoyant un calibrateur et un contrdle négatif

ce qui donne : NB de puits = (NB d’échantillon x 3) + 6

Dans une plaque 96 puits, déposer tout d’abord 7.5 mL de mix réactionnel dans le nombre

de puits déterminé ci-avant.

Déposer ensuite 2.5 uL d’ADNc dans les puits (en triplicata).

Finir en apposant un film protecteur sur la plaque.

La derniere phase correspond a I'amplification des ADNc a I'aide du LightCycler480 en

suivant le programme suivant :

e Pré-incubation : 15 min a 95°C

e 45 cycles d’amplification : 10 s a 95°C - 5 s a 60°C (peut varier en fonction des
amorces, se référer a la température fournie par le fabricant) > 15sa 72°C

e Courbe de fusion : 5 s a 95°C - 1 min a 65°C - chauffage progressif jusqu’a 97°C
(+0,1°C/s)

e Refroidissement:30sa40°C

Analyse des résultats

€ Avant analyse des résultats, certains paramétres doivent étre vérifiés

1.

Vérifier I'absence de discordance entre les réplicas. Si deux valeurs concordent, la
troisiéme valeur discordante peut étre retirée.

Vérifier que la courbe de fusion est uni modale, ce qui permet de confirmer qu’un seul
produit de PCR a été amplifié.

Fixer une limite basse de bruit de fond.

Analyser les résultats en fonction du Ct, qui correspond au nombre minimal de cycles pour
atteindre une quantité d’ADN amplifié détectable. Rapporter le Ct du géne cible au Ct du
géne de ménage de la fagon suivante :

Résultat = 2—(Ct gene cible—Ct gene de ménage)

€ Siplusieurs plaques sont nécessaires pour un méme géne cible, rapporter ce résultat au

calibrateur

€ Pour chaque nouveau géne, déterminer une efficacité des amorces comme ci-dessous.

Une efficacité comprise entre 1.8 et 2.2 est acceptable (Schmittgen et al., 2008).

@ution d’ADNCc \

ol

e 1/2
1/4 Ct
1/8

@ 1/16

\ Log (concentration) /
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Culture cellulaire

Culture cellulaire

Fiche n® 10 - Isolement des myoblastes a partir de

prélevements musculaires humains.

Principe

Ce protocole permet la mise en culture primaire de myoblasts humains a partir d’un

prélevement musculaire (biopsie) conditionné au préalable dans du SVF/ 10%DMSO et

congelé en azote liquide (Fiche n°5). L'intérét de cette technique réside dans le fait que les

myoblastes isolés de cette maniére conservent les caractéristiques pathologiques acquises in

vivo (insulino-résistance, production d’espéce réactive de I'oxygéne (ERO) ...). La purification

des myoblastes se fait via un systeme d’'immunodétection couplé a des billes magnétiques.

Matériel Fournisseur | Référence

MiNiIMACS™ Separator Miltenyi Biotec 130-090-312

Boites de cultures de 35 et 100mm caotées Collagene | Corning

Compteur de cellules

Hotte de culture a flux laminaire

Cones stériles de 10, 200 et 500 uL

Tube de 1.5, 15 et 50 mL stérile

Pipette de 5,10 et 25 mL stériles

Pipeteur électrique

Pipeteur P1000, P200, P20 & P10

Réactifs Fournisseur | Référence | Conservation
Milieu de culture DMEM Sigma D6546 4°C
Antibiotique Pénicilline/Streptomycine Sigma P4458 -20°C
Sérum de Veau Feetal (SVF) Dutscher S1197181810 -20°C / 4°C
Ultroser G Biosepra 15950-017 -20°C/ 4°C
L-Glutamine Sigma G8540 4°C
Phosphate Buffer Saline (PBS) Sigma D8537 4°C
Bovine Serum Albumine (BSA) Euromedex 04-100-810-C 4°C

EDTA Sigma E6758 4°C

Cell Dissociation 1X (Non-enzymatique) Sigma C5914 4°C
Anficorps souris anti-CD56 humain BD Bioscience BD559043 4°C
Microbilles couplées & des IgG mouton anti-souris Miltenyi Biotec 130-048-402 4°C
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Colonne de séparation magnétique (MACS) Miltenyi Biotec 130-042-201 4°C

Matrigel Corning via VWR | 734-1100 -20°C
Dispase BD Bioscience 354235 -20°C
Trypsine Sigma T4049 -20°C

Milieux de culture

Milieu de culture complet :

DMEM- 20% SVF-0.5% ultroser-10%Penicilline-streptomycine-0.06% L-Glutamine

Milieu BSA :

DMEM + 0.5% BSA (filtrée avec filtre 0.221) : 4mL par boite. Faire 10mL soit 50 mg BSA

PBS/BSA :

PBS + 0.5% BSA (filtrée avec filtres 0.22p) : 20mL pour 1 purification soit 100 mg BSA

PBS/BSA /EDTA :

PBS + 0.5% BSA (filtrée avec filtres 0.22u)+ 2mM EDTA : 40mL soit 200mg BSA + 160 uL EDTA

aos5M

Procédure : Mise en culture des explants

L’intégralité de la procédure doit étre réalisée sous une hotte de culture a flux laminaire.

Douze heures avant la procédure, mettre un aliquot de Matrigel, une boite de cbénes
stériles et une boite 35mm coatée au Collagene | a 4°C.
Sortir le cryotube contenant la biopsie de I'azote liquide et le mettre a décongeler le plus

rapidement possible.
5- 10 min | 37°C |5% CO.
Toujours nettoyer le cryotube a I’alcool 70° avant de le rentrer en salle de culture.

Retirer le milieu de congélation du tube sans aspirer les bouts de muscles puis les rincer
2 fois avec du milieu complet, directement dans le cryotube.

Sortir le Matrigel, la boite 35mm et les cones et les disposer dans un bac de glace, sous la
hotte.

Répartir les bouts de muscles dans la boite 35mm coatée Collagéne | en les espagant du

bord de la boite ainsi qu’entre eux, a I'aide d’un céne stérile.
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6. Recouvrir les explants goutte a goutte a I'aide de Matrigel dilué (dans du milieu complet,

concentration finale : 6mg.mL?) trés délicatement sans les faire bouger.

€ Le Matrigel doit toujours étre dans la glace et utilisé avec des cénes et des boites
préalablement refroidies (risque de polymérisation)

30 min | 37°C |5% CO;

7. Recouvrir les explants trés délicatement avec du milieu complet.
8. Lorsqu’un réseau de cellules se forme autour des bouts de biopsies (habituellement de J4

a J14), récupérer les cellules sans attendre.

 J
\

 J

9
ce g

Procédure : Mise en culture des cellules totales

Aspirer le milieu de culture.
Ajouter 2.5 mL de Dispase (50 U.mL1).

2 heures | 37°C |5% CO;

3. Aspirer le tout et le mettre dans un tube 50mL
Rincer la boite avec du DMEM/20%SVF plusieurs fois.

{) 1100 rpm | 5 min.
5. Retirer le surnageant et rincer le culot avec du milieu DMEM/20%SVF.
<$) 1100 rpm | 5 min.

6. Reprendre le culot dans 10ml de milieu complet et ensemencer les cellules dans une boite
de culture coatée Collagene I, diametre 100mm.

Une fois les cellules a 70-80% de confluence, réaliser un passage des cellules :

124




*

10.

11.
12.
13.

Culture cellulaire

Ne jamais dépasser 80% de confluence, au risque de voir les myoblastes se différencier.

Aspirer le milieu.
Ajouter 4mL de Trypsine.

& 5min | 37°C |5% CO;

Tapoter la boite puis récupérer les cellules en la ringant plusieurs fois avec du
DMEM/20%SVF.
Transférer le milieu avec les cellules dans un tube 50mL aprés chaque rincage.

{) 1100 rpm | 5 min.

Reprendre le culot dans 4 mL de milieu complet.

Compléter a 40 mL et répartir dans 4 nouvelles boites 100mm.

Une fois ces boites a 70-80% de confluence, réaliser la purification des myoblastes sur une
des boites, congeler les cellules des autres dans un milieu 90%SVF/10%DMSO (2 cryotubes
de 1mL par boite).

Procédure : Purification des myoblastes

A partir d’'une boite 100mm de cellules totales a 70-80% de confluence.

1.

*

Aspirer le milieu de culture et ajouter 4mL de Milieu BSA
+ 4ul d’anticorps anti-CD56.

) 30min | 37°C | 5% CO; + Sortir le Cell Dissociation du frigo
Aspirer le milieu et mettre 4mL de Cell Dissociation solution.
15min | 37°C |5% CO;

Récupérer le surnageant dans un tube de 50mL et rincer plusieurs fois la boite avec 2mL
de PBS/ BSA/ EDTA pour bien décoller toutes les cellules.

$y 1100 rpm | 5 min.

Retirer le surnageant et resuspendre le culot en tapotant le tube.
Ajouter 8mL de de PBS/ BSA/ EDTA.

{1100 rpm | 5 min.

Retirer le surnageant complétement (finir a la P200) puis ajouter 80uL de PBS/ BSA/ EDTA
+ 20pL de la solution de billes magnétiques.

Bien homogénéiser les billes avant de prélever, en évitant les bulles.

¢ 15min | 4°C
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7. Ajouter 8mL de de PBS/ BSA/ EDTA.
<) 1100 rpm | 5 min.

8. Retirer le surnageant puis reprendre le culot dans 500uL de PBS/ BSA/ EDTA.
9. Placer le support aimanté (partie colorée) sur le support métal puis placer la colonne
stérile sur le support et un tube poubelle sous la colonne.

€ Nettoyer toutes les piéces du systéme a I’éthanol 70° avant de les disposer sous la hotte.

10. Déposer 1mL de PBS/ BSA/ EDTA dans la colonne pour I'hydrater.
11. Transférer la solution avec les cellules dans la colonne.
12. Laver la colonne 3 fois a I'aide de 1 mL de PBS/BSA.

€ Bien attendre que la colonne soit vide avant d’ajouter a nouveau du liquide.

13. Retirer la colonne du support en ne touchant que la collerette et la placer sur un tube
15mL annoté « Cellules CD56+ » comprenant 1 mL de milieu complet.

X , Aimant
Anticorps couplé

& une bille magnétique

Gt = ((—/—Il
<

14. Ajouter 2 ml de PBS/BSA dans la colonne et pousser fortement et rapidement a I'aide de
la seringue.

15. Compléter a 10mL avec du milieu complet et transférer le tout dans une boite de culture
100mm coatée Collagene I.

Cultiver ces myoblastes jusqu’a 70-80% de confluence, les expandre en 4 boites 100 mm que
I’on congelera une fois a 70-80% de confluence (2 ampoules par boite).
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Fiche n° 11 — Différenciation et électrostimulation de myotubes

humains.

Principe

Le principe de cette expérience est de cultiver les myoblastes humains purifiés (fiche n°10)

puis d’induire leur différenciation avant de les exposer a une stimulation électrique par

impulsion (SEI). Cette SEl permet I'activation de voies de signalisation cellulaires et permet de

reproduire in-vitro un certain nombre de réponses physiologiques des cellules musculaires a

une contraction musculaire (Nikoli¢ et al., 2017).

Matériel
Matériel Fournisseur | Référence
C-Pace EP lonOptix 130-090-312
C-Dish 6 puits lonOptix
Compteur de cellules
Hotte de culture & flux laminaire
Cones stériles de 10, 200 et 500 uL
Tube de 1.5, 15 et 50 mL stérile
Pipette de 5,10 et 25 mL stériles
Pipeteur électrique
Pipeteur P1000, P200, P20 & P10
Produit Fournisseur | Référence | Conservation
Milieu de culture DMEM Sigma D6546 4°C
Antibiotique Pénicilline/Streptomycine Sigma P4458 -20°C
Sérum de Veau Feetal (SVF) Dutscher S1197151810 -20°C / 4°C
Ultroser G Biosepra 15950-017 -20°C/ 4°C
L-Glutamine Sigma G8540 4°C
Phosphate Buffer Saline (PBS) Sigma D8537 4°C
Trypsine Sigma T4049 -20°C
Kit d’extraction NucleoSpin® RNA/protein Macherey-Nagel 740933 -20°C / 4°C / T°A
Eau « PCR Grade » Millipore C100693 -20°C
1,4-Dithiothreitol (DTT) 3 1M Roche 10197777001 4°C
Ethanol anhydre Thermo Scientific | 12377103 T°A
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Milieux de culture

Milieu de prolifération :
DMEM- 20% SVF-0.5% ultroser-10%Penicilline-streptomycine-0.06% L-Glutamine
Milieu de différenciation :

DMEM- 2% SVF -10%Penicilline-streptomycine-0.06% L-Glutamine

Procédure

Décongeler une ampoule de myoblastes humains de passage 1 a 4 dans une boite 100mm.
Une fois a 70-80% de confluence, décoller les cellules en ajoutant 4 mL de trypsine.

5min. | 37°C | 5%CO;
3. Récupérer les cellules en lavant plusieurs fois la boite avec du DMEM/ 20%SVF
{1100 rpm | 5 min

4. Retirer le surnageant, resuspendre les cellules dans 4 mL de milieu de prolifération puis
les compter.

5. Ensemencer le nombre de plaque 6 puits que I'on souhaite pour I’expérience a une densité
de 5000 cellules par cm?.

€ Toujours prévoir les plaques en double pour avoir une condition non-électrostimulée.

6. Ensemencer les cellules restantes dans des boites 100mm, a 5000 cellules par cm?, que
I’on recongelera a raison de 2 ampoules par boite 100mm une fois a 70-80% de confluence.
7. Une fois les cellules des plaques 6 puits a 70-80% de confluence (2-3 jours), induire la
différenciation :
- Retirer le milieu de prolifération.
-1 a2 lavages au PBS.
- Ajouter 2 mL /puits de milieu de différenciation, a renouveler tous les 2 jours.
8. Apres 4 jours de différenciation, remplacer le milieu par 3 mL de milieu de prolifération
frais.
9. Placer ensuite les électrodes via le couvercle de stimulation.

@ Les électrodes doivent étre nettoyées a I'aide d’éthanol 70° et d’irradiation aux UV
(15min) avant chaque utilisation.

10. Mettre la boite a I'incubateur et relier le couvercle au générateur C-Pace.
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11. Lancer le programme de SEI :

Pour une SEI mimant un exercice en endurance, le programme utilisé est le suivant :

Fréquence : 1 Hz | Durée de pulsation : 4 ms | Voltage : 11,5V [ durée : 24h

' 24 heures | 37°C |5%CO;

Les protéines et ARN sont ensuite récupérés de la fagon suivante :

Retirer le milieu et laver 1 fois avec du PBS a 37°C.

Ajouter 350uL de RP1 /1% DTT 1M

Racler le fond de chaque puits avec un racloir a cellules.

Transférer le contenu du puits dans un tube 1,5mL.

Congeler le tube a -80°C ou passer directement a I'étape 8 de la fiche technique 8 pour la

vk e

purification des protéines et ARN.
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Fiche n° 12 — Test de |'effet du sérum sur la différenciation de

cellules souches mésenchymateuses en péricytes.

Principe

Les cellules souches mésenchymateuses (MSCs) sont connues entre autres pour leur capacité

a se différentier en péricytes lorsqu’elles établissent un contact avec des cellules endothéliales

(EC). La mesure de I'expression de marqueurs péricytaires comme la calponine dans les MSCs

apres 7 jours de coculture avec des ECs en présence de sérum humain permet d’apprécier la

capacité de ce dernier a perturber les interactions EC/MSC et la différentiation des MSC en

péricyte (E. Rossi et al., 2017).

Matériel Fournisseur | Référence

Microscope confocal & florescence

Flasques T25 non-coatées

Compteur de cellules

LabTEK 8 puits Thermofisher 154534

Hotte de culture & flux laminaire

Cobnes stériles de 10, 200 et 500 L

Tube de 1.5, 15 et 50 mL stérile

Pipette de 5,10 et 25 mL stériles

Pipeteur électrique

Pipeteur P1000, P200, P20 & P10

Réactifs Fournisseur | Référence | Conservation
Milieu de culture MEM-alpha Dutcher 702547 4°C
Antibiotique Pénicilline/Streptomycine (P-S) Sigma P4458 -20°C
Sérum de Veau Feetal (SVF) Dutscher S1197151810 -20°C / 4°C
Milieu de culture EBM2 BulletKit Lonza C3202 -20°C / 4°C
Phosphate Buffer Saline (PBS) Sigma D8537 4°C

bFGF recombinant Sigma GF446 -20°C
Anticorps anti-Calponine, Lapin Abcam ab46794 -20°C
Anticorps anti-vWF, Souris Dako MO0616 4°C
Anticorps anti- Lapin, FITC-green, Goat Thermofisher F-2765 4°C
Anticorps anti-Souris, Texas Red, Horse Vector TI-2000 4°C

PFA 4% Thermo Scientific | J19943K2 4°C
Trypsine Sigma T4049 -20°C

RMPI Medium Sigma R0O883 4°C
Fibronectine Sigma 341635 -20°C
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Milieux de culture

Milieu ECFC:

Mélanger les éléments du Kit Lonza EBM2 en suivant les instructions + Ajouter du SVF pour
atteindre 10% finaux.

Milieu MSCs :

MEM-alpha + 10%SVF + P-S 10% + bFGF 4> ng/mL

Milieu STOP :

RPMI + 10%SVF

Procédure

Cultiver des MSCs et ECFC de maniere a obtenir deux T25 a confluence.

Les MSCs doivent étre cultivées sur des boites non-coatées, dans du milieu MSC.

Les ECFC doivent étre cultivées sur des boites coatées fibronectine (10pg/mL), dans du
milieu ECFC.

Coater les puits des Labtek avec 150uL de Fibronectine 10ug/mL par puits

30 min | 37°C

Récupérer les cellules (MSCs et ECFC):
Ajouter 0.1 mL/cm? de trypsine.

30 min | 37°C | 5%CO;

Récupérer les cellules dans du milieu STOP.

Q) 250g | 5 min.
Retirer le surnageant et resuspendre dans 1mL de milieu ECFC.

Compter les cellules
Ensemencer 10.000 cellules ECFC + 10.000 cellules MSC/chambre 8 puits avec 120ul de
milieu ECFC sans SVF +30ul du sérum a tester (20%) pour volume total 150uL.

Faire 4 puits par condition. Garder 4 puits en 20% SVF comme contréle positif.
Cultiver les cellules durant 7 jours, en changeant le milieu tous les 3 jours.

Fixation des cellules PFA 4%.
15min, T° ambiante

Incubation des cellules avec des anticorps primaires d’anti-calponin (1 : 100) & d’anti-vWF
(1 :500).

1h | T° ambiante
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3. Incubation des cellules avec des anticorps secondaires Texas Red anti-souris (1 : 1000) &
FITC anti-lapin (1 :1 000) + DAPI (1 :10 000).

& 1h | T° ambiante

4. Prise d’'image au microscope confocal.

Analyse des images

Ouvrir I'image correspondant au marquage de la calponine (canal vert) dans ImageJ.
Faire Image / Adjust / Brightness & Contrast. Régler le contraste de facon a faire disparaitre
le bruit de fond de I'image.

3. Faire Image / Adjust / Threshold. Régler sur Over/Under, régler la limite haute a 255 et la
limite basse sur 60.

4. Appuyer sur la touche M (Measure).

5. Lintensité de fluorescence est rapportée dans la colonne Mean.
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Fiche n® 13 — Effet du sérum sur la morphologie des péricytes

Principe

Les péricytes sont des cellules capables d’adhérer a la surface des capillaires sanguins. En cas

de stress, les péricytes s’allongent et se détachent. Un moyen simple d’évaluer la souffrance

cellulaire en réponse a un agent extérieur (ici le sérum humain) est d’apprécier a I'aide de

mesures morphométriques I'allongement de la structure péricytaire (Klement et al., 2018b).

La structure de la cellule est mise en évidence a I'aide d’une coloration des filaments de F-

actine du cytosquelette.

Matériel Fournisseur | Référence

Microscope confocal & florescence

Flasques T25 non-coatées

Compteur de cellules

LabTEK 8 puits Thermofisher 154534

Hotte de culture a flux laminaire

Cones stériles de 10, 200 et 500 pL

Tube de 1.5, 15 et 50 mL stérile

Pipette de 5,10 et 25 mL stériles

Pipeteur électrique

Pipeteur P1000, P200, P20 & P10

Réactifs Fournisseur | Référence | Conservation
Human Brain Vascular Pericytes (HBVP) ScienCell #1200 -180°C
Milieu péricyte ScienCell #1201 -20°C / 4°C
Sérum de Veau Feetal (SVF) Dutscher S$11971S1810 -20°C / 4°C
Phosphate Buffer Saline (PBS) Sigma D8537 4°C
Phalloidine iFluor Abcam ab176756 -20°C

DAPI Abcam ab228549 4°C

PFA 4% Thermo Scientific | J19943K2 4°C
Trypsine Sigma T4049 -20°C

RMPI Medium Sigma R0883 4°C

Milieux de culture

Milieu péricyte : Mélanger les éléments du Kit ScienCell en suivant les instructions

Milieu STOP : RPMI + 10%SVF

133




Culture cellulaire

Procédure

o0

Décongeler une ampoule de péricytes dans une boite 60mm coatées avec 2pg/cm? de
poly-L-lysine.

Une fois a confluence, réaliser un passage :

Ajouter 0.1 mL/cm? de trypsine.

& 30 min | 37°C |5%CO;

Récupérer les cellules dans du milieu STOP.
Q) 250g | 5 min.

Retirer le surnageant et resuspendre dans 1mL de milieu péricyte puis compter les cellules.
Ensemencer les pericyte a 5000 cellules par cm?, sur des boites coatées avec 2ug/cm? de
poly-L-lysine.

Une fois les cellules a 80% de confluence, récupérer les cellules (comme décrit ci-dessus)
et ensemencer 10 000 pericytes par chambre de Labtek 8 puits coaté poly-L-lysine dans
du milieu péricyte supplémenté a 20% de sérum de patient ou de sujet controle.

Garder une condition SVF comme contréle positif.

@ 15 h | 37°C|5%CO.

Changer le milieu pour du milieu péricyte frais.
24 h | 37°C|5%CO:

Fixation des cellules PFA 4%.
15min, T° ambiante

Incubation des cellules avec la phalloidine (1 : 1000) + DAPI (1 :10 000) dans PBS 1% BSA

1h15 | T° ambiante
Prise d’images en microscopie a fluorescence.

Prendre des images d’au moins 40 péricytes par condition, issus d’au moins 10 champs
différents

Analyse des images

10.
11.

Ouvrir I'image de péricytes marqués a la phalloidine dans Imagel.

Faire Image / Adjust / Threshold. Régler sur Over/Under, régler la limite haute a 255 et
ajuster le niveau bas de facon a faire disparaitre le bruit de fond.

Aller dans Analyse/Set Measurements... et cocher la case Shape Descriptors.

Choisir I'outil baguette magique et sélectionner les péricytes. Appuyer sur la touche M
(Measure).

Répéter I'opération pour chaque cellule et copier la partie résultat dans Excel.

La variable nous intéressant est I’Aspect Ratio (AR) qui est le rapport entre les axes long et
court de la cellule.
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Fiche n°® 14 — Isolement et culture de cellules endothéliales
formant des colonies (ECFC) a partir d’un prélevement de sang

périphérique humain.

Principe

Les cellules endothéliales formant des colonies sont des cellules progénitrices présentes dans
le sang humain périphérique. Leur isolement est possible par mise en culture des cellules
mononuclées (CM) du sang a forte densité. En effet, ces cellules, faisant partie des CM, sont
les seules a pouvoir adhérer et proliférer dans les conditions suivantes et se caractérisent par
I'apparition typique de colonies rondes de plus de 50 cellules (Smadja et al., 2019). Elles

peuvent ensuite étre cultivées en culture primaire pour quelques passages.

Matériel Fournisseur | Référence

Flasques T25 non-coatées

Plaques de culture 6,24 et 96 puits non coatées

Compteur de cellules

Hotte de culture a flux laminaire
Cones stériles de 10, 200 et 500 pL
Tube de 1.5, 15 et 50 mL stérile
Pipette de 5,10 et 25 mL stériles

Pipeteur électrique
Pipeteur P1000, P200, P20 & P10

Tube héparine 10 mL BD Medical 367526

Réactifs Fournisseur | Référence | Conservation
Milieu de culture EBM2 BulletKit Lonza C3202 -20°C / 4°C
Sérum de Veau Feetal (SVF) Dutscher S1197151810 -20°C / 4°C
Phosphate Buffer Saline (PBS) Sigma D8537 4°C

Trypsine Sigma T4049 -20°C

RMPI Medium Sigma R0O883 4°C
Fibronectine Sigma 341635 -20°C

EDTA (0.5 M) Sigma E4758 4°C

PANCOLL Humain - densité 1,077 g/m Dutscher P04-60500 4°C

Matrigel (10mg/mL minimum) Corning via VWR | 734-1100 -20°C

Trypsine Sigma T4049 -20°C

Kit d’extraction NucleoSpin® RNA/protein Macherey-Nagel 740933 -20°C / 4°C / T°A
Eau « PCR Grade » Millipore C100693 -20°C
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1,4-Dithiothreitol (DTT) a 1M Roche 10197777001 4°C

Ethanol anhydre Thermo Scientific | 12377103 T°A

Milieux de culture

Milieu complet :

Mélanger les éléments du Kit Lonza EBM2 en suivant les instructions + Ajouter du SVF pour
atteindre 10% finaux.

PBS - EDTA: PBS + 2mM EDTA

Milieu STOP: RPMI + 10%SVF

Procédure
1. Préléevement d’au moins 25 mL de sang veineux périphérique en tubes héparinés (vert).
2. Siplague non-coatée, réaliser un coating Fibronectine en se rapportant au tableau 1.

10.

11.
12.
13.

30 min | 37°C.

Préparer des tubes contenant 15 mL de Pancoll (1 tube pour chaque 15mL de sang
obtenu).

Pooler le contenu des tubes héparinés (Falcon 50mL)

Diluer au % dans du PBS — EDTA.

Transférer trés délicatement 30 mL de sang dilué par falcon contenant 15 mL de Pancoll

Attention ! Si les phases se mélangent I'expérience est ratée, pencher le tube au
maximum et déposer le sang dilué trés lentement (~ 0.5mL par seconde).

Q) 1200 g / 20 min / T°A SANS FREIN

Retirer le plasma & collecter I'anneau de cellules mononuclées Plasma
(CM) (2 anneaux par tubes 50mL).

CM
Compléter a 50 mL avec du PBS/EDTA Pancoll
Q) 400 g/ 10 min / T°A (avec frein) '

Eliminer le surnageant par retournement.
Resuspendre dans 1 mL de PBS — EDTA puis compléter a 25mL.

Q) 300 g/ 10 min / T°A (avec frein)

Eliminer le surnageant par retournement.
Resuspendre dans 1 mL de PBS — EDTA puis compléter a 25mL.
Récupérer 50 uL -> Compter les cellules durant la centrifugation qui suit.
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Q) 200 g/ 10 min / T°A (avec frein)

Reprendre le culot dans 1 mL de milieu complet puis compléter de maniére a obtenir une
solution de 2.5 x 10° cellules/mL.

Répartir 2 mL de la solution obtenue par puits de P6 coatée collagéne ou fibronectine.
Changer le milieu de culture a J2 puis chaque jour jusqu’a J7. Ensuite 2/3 changements par
semaine.

Surveiller I'apparition de colonies

Une fois qu’une colonie d’environ 50 cellules est visible, passer chaque puits de P6 dans
un nouveau puits de P6. Changer le milieu tous les 2/3 jours et attendre la confluence.
Passer ensuite les cellules dans une T25 (1 puits de P6 par T25).

Il faut réaliser les expériences sur des cellules « fraiches », la congélation sélectionnant les
cellules les plus résistantes.

Apres le passage de la T25, les cellules sont réparties pour les différentes expériences.

—8

N

75000 C par puits 20 000 C par puits 10 000 C par puits
-> 150000 Cellules ->60 000 Cellules ->60 000 Cellules

= ) (ool
1 crCrrra l
H 6puits ||~ 9%6puits || @ @ 2 puits
PROTEINE/ARN TUBULOGENESE PROLIFERATION

Tubulogeneése en Matrigel

2 heures avant I'expérience.

1. Décongeler un aliquot de Matrigel dans le frigo (au fond).
2. Placer la plaque 96puits + cones jaunes a -20°C.

30 min avant I'expérience.

Descendre cone + plaque + Matrigel dans de la glace.
Travailler avec cénes + plaque dans la glace.

Déposer 50uL de Matrigel / puits. Prélever 55pL.
(Toucher le fond du puits avec le cone et verser doucement sans aller totalement au bout.)
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30 min | 37 °C

Récupération des cellules.

1. Mettre 150 pL de trypsine/ puits.
® 30 min | 37 °C

2. Ajouter 1 mL de milieu STOP par puits et transférer le tout dans un tube 50 mL.
Q) 250g |5 min

3. Resuspendre le culot dans un petit volume de milieu complet
= Compter les cellules avec un compteur de cellules
Ajouter du milieu complet de fagon a obtenir une solution a 200 000 cellules/mL.
Déposer 100uL de la suspension cellulaire par puits.
Prendre des photos a 4, 6 et 20h.

Analyse de la prolifération

1. Faire 6 puits de P24 par condition, 3 puits pour le TO et 3 puits pour le T72.
2. Regrouper les TO sur la méme plaque et les T72 sur une autre plaque.
3. Ensemencer 10 000 cellules par puits.

Comptage

7. Apres 24h, récupérer les cellules de 3 puits par condition et compter un point PO de la
facon suivante :

8. Mettre 150 pL de trypsine/ puits.
O 30 min | 37 °C

9. Récupérer 20 pL pour comptage directement.
10. Réaliser la méme procédure 72h plus tard dans les 3 puits restants.

Calcul du temps de doublement (TD)
TD =72*Ln(2)/(Ln(Nombre cellule a TO)-Ln(Nombre cellule a T72))

Purification Protéines et ARN

Voir Fiche technique n°8.
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Présentation de I'étude n°1

A l'issue du chapitre 3 de la partie 1 de ce document, nous étions arrivés a la conclusion que
I'analyse de ['ultrastructure des capillaires donnait accés a d'importantes informations,
complémentaires a I'analyse du nombre de capillaires sanguins musculaires, notamment durant
le processus d’angiogenese induit par le réentrainement a I'effort (REE). Ainsi, nous avons fait
I’hypothése que I'ultrastructure musculaire pouvait étre altérée sous I'effet de la BPCO et que les
changements ultrastructuraux induits par le REE pouvaient étre anormaux chez ces patients. Le
stress oxydant induisant un remodelage anormal des capillaires dans d’autres maladies
chroniques, nous avons également supposé que le stress oxydant systémique présent dans la
BPCO pourrait étre impliqué dans un remodelage capillaire anormal sur le plan ultrastructural.
Pour répondre a ces hypotheses, nous avons analysé des biopsies musculaires prélevées au niveau
du vaste latéral (fiche technique n°5), avant et apres 6 semaines de REE (fiche technique n°4) a
I'aide de techniques de microscopie électronique (fiche technique n°7). Grace a cette approche
expérimentale, nous avons pu montrer que les patients BPCO présentaient un remodelage
anormal de la membrane basale capillaire sous I'effet du REE. De plus, en focalisant notre
attention sur les marqueurs ultrastructuraux indirects de I'angiogenése musculaire, nous avons
pu montrer qu’une perte d’'interactions entre péricytes et capillaires s’effectuait chez les patients
BPCO, en paralléle d’'un émoussement du gain de capillaires au cours du REE au niveau
histologique. En complément des analyses en microscopie électronique et d’histologie, nous
avons également réalisé des analyses indirectes de dommages oxydatifs sur les prélevements
sanguins des patients avant et aprés REE. Nous avons choisi de porter notre attention sur des
marqueurs de péroxydations lipidiques, les isoprostanes libres et estérifiés (F2-isoprostanes), un
marqueur validé dans I'étude des niveaux de stress oxydants circulants. Nous avons pu observer
que, malgré une réduction des niveaux de F2-isoprostanes sous I'effet du REE dans les deux
groupes (BPCO et sujets sains), ces niveaux demeuraient plus élevés a chaque temps chez les
patients BPCO. Bien que nous n’ayons pas pu démontrer le lien direct entre stress oxydant et
remodelage pathologique de I'ultrastructure capillaire chez le patient BPCO, nous avons trouvé

une corrélation entre relation péricyte/capillaire et stress oxydant.
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Impaired training-induced angiogenesis ®
process with loss of pericyte-endothelium
interactions is associated with an abnormal
capillary remodelling in the skeletal muscle
of COPD patients

Léo Blervague''®, Emilie Passerieux, Pascal Pomies', Matthias Catteau', Nelly Héraud®, Marine Blaquigre®,
Frangois Bughin®, Bronia Ayoub?, Nicolas Molinaii®, Jean-Paul Cristol®, Antonia Perez-Martin®, lacques Mercier”,
Maurice Hayot® and Fares Gouzi®

Abstract

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) s assodated with exercise intalerance and limits the functional
gains in response to exercise training in patients compared o sedentary healthy subjects (SH5). The blunted
skeletal muscle angiogenesis previously observed in COPD patients has been linked to these imited functional
improvements, but its underlying mechanisms, as well as the potential role of oxidative stress, remain poarly
uniderstood, Therefore, we compared ulirastructural indexes of angiogenic process and capillary remodelling by
transmission electron microscopy in 9 COPD patients and 7 SHS after 6 weeks of individualized moderate-intensity
endurance training. We also assessed oxidative stress by plasma-free and esterified isoprostane {F-lsoP) levels in
bath groups. We observed a capillary basement membrane thickening in COPD patients only {p= 0.008) and
abnormal variations of endothelial nucleus density in response to exercise training in these patients when
compared 1o SHS {p= 0042}, COPD patients had significantly fewer occurrences of percytefendathelium
interdigltations, a morphologic marker of capillary maturation, than SHS (p=0014), and significantly higher levels of
Fa-lsoP (p=0048). Last, the changes in pericyte/endothelium interdigitations and Fa-1sof levels In response to
exercise training were negatively corelated (r=— 062, p=0025), This study s the first to show abnommal capillary
remadelling and to reveal impairments during the whale process of angiogenesis (capillary creation and
maturation) in COPD patients,

Trial registration: NCTO1783039 & NCT01183052, both registered 7 August 2010 (retrospectively registered),

Keywords: COPD, Capillaries, Angiogenesis, Skeletal muscle, Exercise training
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Background

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is
characterized by a persistent airflow limitation due to
airway and/or alveolar abnormalities, and it is system-
atically associated with other concomitant chronic
diseases [1]. Limb skeletal muscle dysfunction, for ex-
ample, affects the morbi-mortality of these patients
[2-4]. Yet, skeletal muscle capillarization, despite its
key role in this dysfunction in COPD patients [5], is
an under-considered explanation of this phenomenon.
A previous study of our group nevertheless demon-
strated a significantly lower increase in  skeletal
muscle capillarization in response to exercise training
in COPD patients compared with sedentary healthy
subjects (SHS) [6]. This blunted angiogenesis was
linked to the limited functional gains from exercise
training observed in the patients [6]. Thus, while im-
paired angiogenesis appears to be relevant to the
muscle misadaptations to exercise training in COPD
patients, it remains insufficiently understood.

Physiologically, the angiogenic process in response to
exercise training is highly dynamic, resulting from a bal-
ance between pro- and anti-angiogenic factors. However,
two main phases of angiogenesis have been described:
an early phase of new capillary creation and a later phase
of neo-capillary maturation  [7]. The morphologic
markers of capillary creation [abluminal endothelial (EC)
sprouts or intraluminal EC folding] and maturation
[pericyte/endothelium (Pc/EC) interdigitations] in skel-
etal muscle were initally described in studies using
transmission electron microscopy (TEM) [8-11], which
is the reference method for their identification [12, 13].
Capillary remodelling in response to exercise training
also appears to be linked to angiogenesis [12], and it too
can be assessed by TEM through a morphometric ana-
lysis of the main capillary components (lumen, endothe-
lium, basement membrane and pericytes) [8].

In chronic diseases like diabetes, both impaired angio-
genesis [14] and pathological capillary remodelling [15]
have been described in response to exercise training.
Oxidative stress is a potential factor of these impair-
ments, causing basement membrane protein accumula-
tion [16] and pericyte apoptosis [17]. Moreover,
oxidative stress promotes isoprostane formation, [18]
which is a direct inhibitor of angiogenesis [19] and a
promotor of pericyte loss [20]. In COPD patients, in-
creased levels of plasma-free and esterified isoprostanes
(Fa-1s0P) and muscle oxidative stress have been reported
[5, 21, 22|. We thus hypothesized that the blunted
angiogenesis in COPD patients in response to exercise
training 6] would be associated with abnormal capillary
remodelling, an impaired angiogenic process (i.e. capil-
lary creation and maturation), and increased plasmatic
oxidative stress levels.
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Therefore, the aim of this study was to compare capil-
lary remodelling and the morphologic markers of the an-
giogenic process in skeletal muscle after a 6-week
exercise training programme in COPD patients and
SHS. In addition, we sought to determine whether the
changes in the capillary ultrastructure and the changes
in plasmatic levels of Fi-lsoP were correlated in both
groups.

Materials and methods

Study design

This study was conducted on skeletal muscle samples
from subgroups of both COPD patients and SHS re-
cruited in two previous studies (registration numbers for
clinicaltrial.gov: NCT01183039 and NCTO01183052). The
subjects were recruited at PhyMedExp (INSERM-CNRS-
UM}, Montpellier University Hospital, Montpellier,
France, or the “La Solane™ and “La Vallonie” Pulmonary
Rehabilitation Centres in Osseja and Lodéve, France
These studies were the subject of a previous publication
[Gouzi et al,, 2013] [6]. The present study used TEM to
more closely investigate the underlying mechanisms of
the blunted angiogenesis in response to exercise training
found in the main study. The inclusion criteria are avail-
able in the previous study [6] and in clinicaltrials gov/.
Briefly, COPD patients were defined by dyspnoea,
chronic cough or sputum production and/or a history of
exposure to risk factors for the disease, and post-
bronchodilator forced expiratory volume in 1 s/forced
ventilator capacity ratio <70% [23]. The exclusion cri-
teria were other respiratory diagnoses, decompensated
comorbidity, exacerbation within the last 3 months, and
previous  participation  in an  exercise  training
programme. Study  protocols followed the European
guidelines for good clinical practice and the Declaration
of Helsinki

Pulmonary function assessment

Pulmonary function was assessed using whole-body
plethysmography (Transmural Bodybox 2800; Sensome-
dics, Yorba Linda, CA, USA). Pa0, was measured in ra-
dial artery blood samples from seated COPD patients
under room air condition, with a blood gas analyser
(Roche  OMNIS, Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany).

Assessment of skeletal muscle function and exercise

The G-min walking test was conducted in accordance
with the ATS statement [24]. COPD patients and SHS
also performed an incremental cycloergometric test on a
calibrated, electrically-braked cycloergometer (Ergoselect
200P, Ergolyne, Bitz, Germany) in accordance with the
ATS/ACCP statement [25]. The mean VO, value over
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the last 205 of the test was used as symptom-limited
oxygen uptake (VOy). The endurance time of the quad-
riceps (Tlimg,.q) was assessed at a frequency of 10
movements per minute at 30% of the maximal voluntary
contraction, as previously described [6]. The level of
physical activity was assessed using the Voorrips ques-
tionnaire {modified Baecke’s questionnaire} [26].

Exercise training programme

The exercise training programme was conducted for 6
weeks with 3 or 4 sessions per week (20 sessions in total)
and was supervised by an experienced clinician. The
protocol was consistent with the ATS/ERS statements
[27]. The sessions lasted 1.5 b, with 45 min of endurance
training (10 min of work at the intensity of the ventila-
tory threshold followed by 5 min of active recovery, re-
peated 3 times) completed by 30min of strength-
building exercise {8-10 exercises, with sets of 10-15
repetitions). The exercise intensity for the endurance ex-
ercise was set individually to the heart rate at the venti-
latory threshold [28] and continuously monitored during
the session with a cardiofrequency meter. The cycloerg-
ometer load was increased over the course of the ses-
sions to maintain the targeted heart rate. The load for
the resistance exercise was set at 40% of the isotonic
one-repetition maximum (1-RM) of each muscle (del-
toid, biceps, triceps and quadriceps) at the first session
and progressively increased, targeting 5—6 out of 10 on
an exertion scale [29]. This exercise training programme
was part of a multi-component and comprehensive pul-
momary rehabilitation programme, and it was completed
by six small group education sessions (1-1.5h each)
conducted by an experienced therapist specialized in im-
proving health-related behaviours.

Muscle biopsies

Biapsies from the vastus lateralis muscle of the COPD
patients and SHS were performed before and after exer-
cise training, using the Bergstrém technique as previ-
ously described [6, 30]. Each biopsy was separated into
two samples: one part was immediately frozen in isopen-
tane, precooled in liquid nitrogen, and stored at - 80°C
for histochemical analysis of muscle capillarization {C/F
ratio and fibre type characterization; for more details,
see Gouzl et al, 2013 [6]); and one part was fixated with
a solution of 2.5% glutaraldehyde in PHEM buffer (1X,
pH 7.4) and stored at 4°C for TEM analysis of capillary
ultrastructure. The TEM samples were recut into
smaller samples (about 12 mm™) and immersed in a sec-
ond fixative solution (0.5% osmic acid) for 2h in the
dark at room temperature. After dehydration (graded
series of ethanol, 30-100%), these blocks were embed-
ded in EmBed 812 resin using an Automated Microwave
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Tissue Processor for Electronic Microscopy (Leica EM
AMW) and cut into transversal sections 7Onm thick
{Leica-Reichert Ultracut E). These sections were stained
with a solution of uranyl acetate and lead citrate and ob-
served with a Tecnai F20 transmission electron micro-
scope at 120 kV (CoMET MRI facilities, INM France) to
analyse the capillary ultrastructure.

TEM image analysis

Quantitative and semi-quantitative analysis of TEM im-
ages was performed using Image] software. The software
was systematically scaled for each image. A mean 123 +
3.2 capillaries/subject for each time (pre- and post-
training) was analysed by three independent blinded op-
erators. The reproducibility of the measurement of capil-
lary morphometry between the three operators was
assessed, The mean value of the Lin concordance coeffi-
cient [31] was 0.98 + 0.02. The capillary remodelling was
assessed using morphometric analysis of the principal
capillary components, as previously described [32]. The
area (A) and circumference (C} of the capillary struc-
tures {Lum, EC, BM, Nucl and Pc} were obtained with
the free-hand surrounding tool, as previously described
[32]. The thickness (T} of Lum, EC and BM and Lum
and the relative volume (RV) of EC, BM and Pc were
caleulated  using formulae proposed by Bigler et al.
[10]5) [32]: Lumr = 2* Apun/Crum: ECr = 2'[{1‘\1::_; - Arum
= Anua (Cec + Cra + Cruad i BMyp = 2°[(Apn — Apc -
Ar(_-]If(CBM + CEC + Cp.;”; Lumg\-’ = A[.umf.l‘\n_\.[: ECW = [[
Apc = Avumd/Apali BMpy = [(Apn — Apc)/ Al Popy =
ApfApyv. Endothelial nucleus density {ECNuclD) was
calenlated in the same manner: ECMuclD = [ECNucl,/
(Apc = Aly,)]. Morphologic markers of the angiogenic
process were assessed according to previous studies [12,
32]. The pericyte coverage (PoCov), considered as the ra-
tio of the lines crossing the BM/EC interface and at least
one pericyte to the total lines crossing the BM/EC inter-
face, was obtained using prid-based analysis with test
points equal to 0.56 umz. A semi-quantitative analysis
was performed to identify the percentage of capillaries
associated with Pc/EC interdigitations, abluminal EC
sprouts and intraluminal EC folding [9, 12, 32].

Markers of oxidative stress

The levels of plasma-free and esterified isoprostanes (Fa-
IsoP) were assessed to obtain an index of oxidative
striess, as previously reported by Kadiiska et al. [33] and
Roberts and Milne (2009). Venous blood samples were
collected before and after exercise training and centri-
fuged (2500 rpm, 4 °C, 10 min} and plasma was stored at
- 80°C until analysis. Free and esterified plasmatic F.-
IsoP levels were determined using gas chromatography-
negative ion chemical ionization mass spectrometry, as
previously described [22].
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Statistical analysis

Baseline characteristics of the COPD and SHS groups
were compared with t-tests or the Mann-Whitney U de-
pending on the normality and homoscedasticity of the
data, Mormality was assessed with the Kolmogorov-
Smirnov (K-5) test and homoscedasticity with the Brown
and Forsythe test [34]. The data are presented as MEAN
(sD) or MEDIAN (Qy-Qy) according to the K-S test result.
Correlations are described using the Pearson coefficient.
As the two groups (SHS and COPD) were evaluated
twice (before and after exercise training), we analysed
the data with a linear mixed-effect model, taking into ac-
count the repeated measures and using the subject effect
as a random effect. For this mocdel, the fixed effects were
the Time and Group effects and the interaction between
these factors (Group x Time). For variables for which a
single parametric value was obtained for each capillary,
we performed a multilevel linear mixed-effect model,
clustering each capillary value according to its subject of
origin to avoid the inflation of Type 1 error [35]. Linear
mixed models were fit using the /me function from the
nime R package [36]. To further detail our results, we
completed the analysis with Fisher's LSD post-hoc test
when the Group x Time interaction term was significant.
The narmality of the residual distribution was assessed
by a Q-Q plot after each Ime test [37]. Data were ana-
lysed with Statistica 7.1 (StatSoft, Inc.) and R 3.5.0 soft-
ware (www.r-projectorg). Data were plotted using
GraphPad Prism 5 (GraphPad Software). A p-value< (L05
was considered significant.

Results

Baseline values of clinical, functional and
histomorphologic parameters and changes in response to
exercise training

Among 24 COPD patients and 23 SHS included in the
main study [Gouzi et al, 2013] [6], we selected all pa-
tients for whom we had at least one muscle sample con-
ditioned for TEM analysis, i.e. 9 COPD patients and 7
SHS. The baseline clinical characteristics of the COPD
patients and SHS are presented in Table 1.

As shown in Table 2, exercise training induced signifi-
cant improvement in &-min walking distance (%pred.)
and in endurance time of the quadriceps (Tlimg,,a) in
both groups (Time effect: p <0.001 and p=0.009, re-
spectively). As expected, these two functional parameters
were significantly lower in COPD patients than in SHS,
regardless of the training effect (Group effect: p = 0.006
and p = 0.024, respectively). A differential effect of exer-
cise training on symptom-limited oxygen uptake (VOqy)
was found in COPD patients compared with SHS
(Group x Time interaction: p= 0.020) with a significant
increase in the SHS group only (SHS: 13.8 £ 10.4%, p=
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Table 1 Baseline clinical and functional characteristics of COPD
patients and SHS

COPD Caonitral palue
N 9 7
Se ratio (malefermale) B a8/
Age fyears) 573 (600 G246 (45) ME
FEWy (% pred) 546 (175} TIRO (130} @0
FEV, /W 436 (08) T2 A FaRu 1]
Pail, (mmHg) FLI (a0}
A level (Voorips sooee) 73i32-83) a1 {1,749 M *

Data are presented as mean (500 or median (01-03). FEV) Forced expiratory
wolume in 1 5, Vi slow vital capaciy, % pred: % prediched, Pal2 arterial
cepgen tension, PA Physical activity, * Mann-Whitney L) Test

0003 vs COPD: 51+81%, p=0.28). Regarding the
histochemical data, COPD patients showed lower base-
line values for the capillary-to-fibre (C/F) ratio compared
with SHS {p =0.002 and p = 0.024, respectively; Table 2).
In response to exercise training, we observed lower im-
provement in the C/F ratio of COPD patients than SHS
(+15% wversus +30%; Group x Time interaction: p=
0,003}, leading to persistent lower post-training values in
COPD patients compared with SHS (p < 0.001). Simi-
larly, COPD patients presented a reduction of type |
fibre proportion in response to exercise training leading
to lower post-training values compared to SHS (Group x
Time interaction: p = 0.01; Additional file 1: Figure, 51}.

Angiogenesis-related capillary remodelling in response
to exercise trafning,

Capillaries from the vastus lateralis muscle biopsies,
obtained before and after exercise training in the 9
COPD patients and 7 SHS, were analysed by TEM. The
analyses were performed on 392 capillary profiles, which
were always composed of at least Lum, EC and BM. Nei-
ther total capillary area nor the number of analysed ca-
pillaries differed between groups or training times (p >
0.05; data not shown). As shown in Table 3, the baseline
values of lumen {Lum), endothelium (EC), basement
membrane (BM} and pericyte (Pc) relative volume (RV)
and thickness {T) did not differ between COPD patients
and SHS.

Standard transmission electron micrographs of the
skeletal muscle capillaries in COPD patients and SHS,
before and after exercise training, are shown on Fig. la.
Variations of relative volume and thickness of each ca-
pillary compartment in response to exercise training are
presented in Fig. 1b. In response to exercise training, we
observed a significant decrease in Lumgy (COPD: -
16,4 + 21.5%; SHS: —23.3422.1%; Fig. 1b) and Lumg
(COPD: -7.1 £368%; SHS: -17.2+224%; Fig. 1b) in
both groups (Time effect: p <0001 and p=0.002, re-
spectively). Conversely, a significant training-induced in-
crease was found in both ECgy, (COPD: + 17.0 £ 24.1%;
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Table 2 Functional and histomerphologic changes in response to exercise training in COPD patients and 5HS
Pre-tizining Posst-tiaining prvahie
ooen SHS CoPR SHS
Functional parameters
W (% pracd) G23 {1735 137 127] EFE SR 1256 (BA) " T p=00M
G pre 0001
GxT: p=0020
Wy fmlfmindg) 198047 4 A REE] EETEAIES EER R T o=k
Gip< 000
QT o= (U6
BN [(Mpeed.) 772 (107} W0 (731 842 (11.5 W7 IFT) T:p <N
G p=0006
T S
BN ) 5355 605 G433 505 Ly 845 (BOLS) T @< 0
i p=0amn
GxT: b
T g et (52} B30 (46T
Histomerphnksgic parameters
OF ratio 100 147 603 1AG Y " 4 FAETIE R T g =M
G p= 0004
GET: =00

Data are presented as mean (501, \7'02..: syrptom-imited oxpgen uptake, SMWD G-min walking distance, Tiim,, . endurance time of quadriceps, OF ratio
Capillary-te-fibre ratio. 5 51 =5. = 0= 8. Linear miked-eflect model, G Groug effect, T Time effect, GT Group x Time interaction. Past-hoc analysis for GxT: different
from SHS graup at same time: *p< 005+ p <000 4 pe 0001, Diferent from pre-training: = p 2 001 ™" g < 0001

SHS: + 22,5 + 18.5%; Fig. 1b) and ECy (COPD: +27.1 %
249%; SHS: +24.7 £ 31.0%; Fig. 1b), mgar‘dle‘ss of the
group (Time effect: p < 0.001 for both). Similarly, we ob-
served a significant increase in Pogy in both the COPD
and SHS groups (COPD: + 684 +60.2%; SHS: + 403+
65.7%; Time effect: p<0.001; Fig. 1b). Last, a signifi-
cantly different response to exercise training was ob-
served in COPD patients compared with SHS for BMpy,
(Group x Time interaction: p = 0.008; Fig. 1b) and BMy
(Group x Time interaction: p = 0.050; Fig. 1b}, with a sig-
nificant increase only in the COPD group for both BMp.,
(p=0005 +14.1+226%; SHS: -2.2£173%; Fig. 1b)
and BMy (p=0.043; +9.7 £13.8%; SHS: - 0.8 £20.2%;
Fig. 1b).

Changes in morphologic markers of the angiogenic
PrOCESs iR response fo exercise training.

Table 3 Baseline morphometric characteristics of capillary
components in COPD patients and 5HS

CORD SHS prvalue
Lurvyy [rim) 1227 [634) 1203 {523 s
ECy tnmj 383 (120 358 (118) 027
BNy [mm) 21 (85 220 [75) [iRe
Luirfigy (%) 38.2 168 395 (14} 053
ECqw (%) 396 40.1) FIEYE] IEN]
Bl (%6 21040 228074 0
By () 5.7 [45) 59 {44) [iF. ]

BY Relative volume, T Thickness, Lum Lumen, EC. Endothelium, 58 Basement
membrane, fr Pericyte. Data are presented as Mean 1500

We quantified the ultrastructural morphologic
markers of angiogenesis, which are presented on the
transmission electron micrographs in Fig. 2a-c. As
shown in Fig. 2d and e, the occurrence of intralum-
inal EC folding or abluminal EC sprouts did not in-
crease significantly with exercise training (p > 0.05).
COPD patients and SHS did not show different pre-
or post-training values for these indexes either {p>
0.05). Conversely, Pc/EC interdigitation occurrence
was significantly lower in the COPD group than in
SHS (Fig. 2f} (pre-training: 0.46+0.14% wvs 056z
022%; post-training: 038+ 0.16% wvs 0.67 £021%;
Group effect: p=0.014). Moreover, taking into ac-
count the baseline difference between COPD patients
and SHS, we noted a tendency towards a differential
effect of exercise training on this parameter between
the two groups (Group x Time interaction: p = 0.062).
Similarly, we observed significantly different variations
of endothelial nucleus density (ECNuclD} in the capil-
laries of COPD patients compared with SHS in re-
sponse  to  exercise training {Group x Time
interaction: p=0.042; Fig. 2g). ECNuclD tended to de-
crease In response to exercise training only in the
COPD patients (- 7.3 £ 67.1%, p = 0.053; Fig. 2g), lead-
ing to a tendency towards lower post-training
ECNuclD values in the patients compared with SHS
[p=0.080; Fig. 2g). The pericyte coverage (PcCov)
tended to increase significantly with exercise training
in both groups (Time effect: p=0.094; Fig. 2h}, with
no difference between the groups (COPD: +17.6%
26.1%: SHS: + 16.9 £ 50.5%).
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COPD 5HS
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chemical parameters of COPD patients and SHS are pre-
semted in Fig. 3. After the 6-week exercise training  Training-induced changes in plasmatic Fo-lsoP levels
programme, we found significant and positive correla-  As shown in Fig. 4a, plasmatic levels of Fi-Isol de-
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COPD patients and SHS (-245+19.1% and-31.1%
17.2%, respectively; Time effect: p<0.001). However,
regardless ol exercise training, plasma Fo-IsolP was sig-
nificantly higher in COPD patients than in SHS (pre-
training: 3357+ 9.1 vs 2800:714 post-training:
23562422 vs 18351169 Group effect: p=0.048;
Fig. #a). Moreover, as shown in Fig. 4b, we found a
significant and negative correlation between the
changes in Pc/EC interdigitations and the changes in
plasmatic levels of Fi-lsoPf in response to exercise
training {r= - 0L62, p = 0.025),

Discussion

This study is the first to assess skeletal muscle capillary
ultrastructure after exercise training-related angiogenesis
in COPD patients. The main result is that the blunted
training-induced  angiogenesis previously found in
COPD patients |6] is associated with abnormal capillary
remodelling and morphologic features of an impaired
angiogenic process.

Consistent with the previous study in this trial, COPD
patients showed significant but blunted improvements in
exercise capacity and muscle angiogenesis (Table 2) and
an impalred adaptation of the muscle typology (Additional
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file 1: Figure 51) in response to exercise training in com-
parison with sedentary healthy subjects. Together, these
observations highlight an impairment of the oxidative me-
tabolism of COPD patients and o misadaptation of this
last to exercise training. However, the changes in fibre
type under exercise training and the training-induced
angiogenesis were poorly correlated (Additional file 1: Fig-
ure S1). Moreover, another study on COPD patients
found differential angiogenic responses to  exercise
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training between two groups of COPD patients, although
the groups presented similar adaptations of skeletal
muscle typology to the training [38]. Muscle typology
alone was thus insufficient to explain the blunted angio-
genesis found in these COPD patients, which led us to
suspect that other cellular mechanisms might be involved,
We therefore conducted this study to investigate capillary
remodelling and the morphologic markers of the angio-
genic process associated with the blunted training-induced
angiogenesis found in these patients. The capillary remod-
elling and the morphologic markers of the angiogenic
process were assessed blindly following cross-validated and
previously published methods [12, 32]. The inter-observer
reliability of the measurements of capillary remodelling
was assessed with three observers and was "excellent” (ac-
cording to Lin's concordance coefficient] [39].

Our study brings the first evidence of an exercise
training effect on capillary ultrastructure in both COPD
patients and healthy subjects between 50 and 70 years
old and identified as strictly sedentary using a validated
method. Both exercise training and ageing are known to
alter the capillary ultrastructure in skeletal muscles [12,
32]. To isolate the impact of COPD on capillary ultra-
structure and its response to exercise training, we se-
lected COPD patients and SHS who did not differ in age
or physical activity level for this study. In SHS, we ob-
served a significant increase in both ECgy and ECy and
no changes in BMgy and BMy in response to the train-
ing (Fig. 1b.c), as previous described in younger and
more active healthy subjects [12, 40]. In contrast, we
found a decrease in both Lumgy and Lumy in these SHS
following the training programme (Fig. b}, and this
decrease has been described as part of the angiogenic
process in skeletal muscle [9, 10]. Physiologically, angio-
genesis occurs in two phases, an carly phase of capillary
creation (by sprouting and/or intussusception) in the
first 5weeks of exercise training and then a late phase of
capillary maturation [7, 41]. Consistent with this time-
course, we observed later angiogenesis-related changes
(increased PeCov and PCry) in SHS at & weeks of exer-
cise training (Fig. 1b and Fig. 2fh) but not the early
angiogenesis hallmarks (abluminal EC sprouts or intra-
luminal EC folding; Fig. 2d.e), in line with the findings of
an earlier study in younger healthy subjects [12].

Conversely, the COPD patients presented an abnormal
remodelling of capillaries in response to exercise train-
ing. While their adaptation of lumen (Lumg, and Lumy)
and endothelium (ECgy and ECy) in response to training
was physiological, they showed an unexpected increase
in BMgy and BMy (Fig. 1b,c). The BM thickening after
training was a non-physiological response, and this ori-
ginal result contrasts with what has been shown in other
chronic diseases like hypertension, in which training in-
duced BM thinning [40]. Exercise-induced oxidative
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stress [42], which is a hallmark of COPD, may be a
mechanism in this modification, because oxidative stress
disturbs the BM turnover in favour of an accumulation
of the BM component [16]. Last, the loss of Pc/EC inter-
digitations (Fig. 2f) may also have contributed to the BM
thickening. Indeed, these interdigitations act as a mech-
anical link between the endothelium and pericytes, help-
ing the capillaries to resist the dramatic increase in
haemodynamic forces during exercise [43, 44]. Thus, the
loss of the pericyte-endothelium link in COPD patients
could be the cause of compensatory BM thickening,

In addition, our study showed an impaired angiogenic
process in response to exercise training in the COPD pa-
tients. The skeletal muscle angiogenic process of COPD
patients and SHS in response to exercise training was
assessed through TEM analysis of the morphologic
markers of specific capillary alterations [8-10, 12]. These
markers inform about angiogenesis-related mechanisms
and possible impairments [9, 12]. As described above,
our measures were performed too late to assess the mor-
phologic markers of the early phase of angiogenesis [7]
(i.e. abluminal EC sprouts and intraluminal EC folding),
and we thus found no changes in these markers in the
COPD patients (Fig. 2d,e). However, it is possible to as-
sess the final result of capillary proliferation by measur-
ing the nucleus density in endothelial cells [8, 12]. Here,
we found a significantly different response to exercise
training for the ECNuclD in the COPD patients com-
pared with that of healthy subjects (Fig. 2g), suggesting
impaired capillary proliferation during the angiogenic
process. This finding is consistent with the blunted
angiogenesis found at the histomorphologic level in
these patients (Table 2). After 6 weeks of exercise train-
ing, we assessed the later phase of the angiogenic
process, capillary maturation [7]. The Pe/EC interdigita-
tions, as observed by TEM, are defined as the morpho-
logic expression of capillary maturation [11], which
increases during skeletal muscle stimulation [9]. In our
study, we found a tendency towards a differential vari-
ation in the occurrence of the Pe/EC interdigitations in
the COPD patients compared with SHS (Fig. 2f). More-
over, independently of exercise training, the patients pre-
sented a significantly lower occurrence of Po/EC
interdigitations. Surprisingly, the PcCov was not im-
paired in the COPD patients. However, while PcCov is
described as a marker of capillary maturation, the mat-
uration effect of pericyte is mainly driven by the ex-
change of multiple angiogenic factors. Among these,
Angl plays a crucial role [45] and its exchange mostly
occurs at the level of Po/EC interdigitations [46]. Thus,
while the PcCov in COPD patients was not impaired,
the loss of Pc/EC interdigitations could lead to a dys-
functional pericyte coverage. However, both Angl/Tie2
axis and pericyte function remains to be experimentally
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assessed In skeletal muscle capillaries of COPD patients.
With these results, we bring the first evidence of im-
paired capillary maturation during exercise training-
related angiogenesis in COPD patients. Regardless of ex-
ercise training, the COPD patients in our study pre-
sented higher levels of plasmatic Fi-Isol’, a marker of
oxidative stress-related lipid peroxidation [18], than SHS
(Fig. 4a). In addition, the changes in the occurrence of
Pc/EC interdigitations in response to the training were
negatively correlated with the changes in the plasmatic
level of Fi-lsol (Fig. 4b). In the literature, oxidative
stress has been experimentally related to pericyte loss
[17, 47]. Indeed, it can increase angiopoeitin-2 levels
[48], which antagonize the interaction between endothe-
lial cells and pericytes [49, 50]. Moreover, partial sup-
pression of Fp-lsoP by antioxidant supplementation
prevents pericyte loss [20]. Based on the literature and
the Fi-IsoP results of the present study, we hypothesize
that oxidative stress can contribute to the impairment of
capillary maturation found in COPD patients. Further
experimental studies with oxidative stress intervention
(pro- and anti-oxidant treatment in combination with
training} in an animal model and COPD patients, associ-
ated with TEM analysis, are required to confirm this
hypothesis.

The present stucy shows impairments in capillary re-
modelling and the angiogenic process in response to ex-
ercise training in COPD patients. As discussed in the
previous paragraphs, our results constitute an original
contribution to knowledge on the muscle cellular adap-
tations to cardiopulmonary rehabilitation. This study
may be of interest to researchers working in the field of
skeletal muscle dysfunction and angiogenesis in chronic
respiratory diseases because it provides evidence that
can guide their research questions and it specifically tar-
gets the angiogenesis mechanisms, ie. the Po/EC inter-
actions. Our study constitutes a step forward in the
search for complementary therapeutic interventions to
restore  physiological muscle adaptations to  exercise
training in COPD patients. While it was not the aim of
our study, our results raise the question of their clinical
relevance. Indeed, BM thickening increases the width of
the capillary wall and thus the distance between erythro-
cytes and mitochondria, Because this distance is crucial
in the process of oxygen diffusion and supply to the
exercised muscle [51], this BM thickening might limit
the improvements in muscle oxygen consumption and
W0y in patients, as in peripheral artery disease patients
[13]. Also, contractile pericytes [43] can directly regulate
capillary blood flow [52]. Thus, the loss of the Po/EC
interdigitations in COPD patients might also impact
the oxygen supply [53] and VO.,. Consistently, we
found a positive correlation between post-training Pc/EC

Page 10 of 12

interdigitation occurrence and VOqy (Fig. 3h). Last, given
that capillary maturation prevents the regression of neo-
capillaries [54, 55], the impaired capillary maturation
might constitute a mechanism for the blunted training-
related angiogenesis in COPD patients. Specifically de-
signed studies with larger samples are required to
generalize these results to the whole COPD population
and to establish the clinical implications of the defective
capillary remodelling and angiogenic process in these pa-
tients, as reported in our exploratory study.

Conclusion

Exercise training improves muscle function in COPD pa-
tients but to a lesser extent than in healthy subjects, es-
pecially regarding the increase in muscle capillarization
(i.e. angiogenesis). Here, we provide the first evidence
that this blunted angiogenesis is characterized by abnor-
mal capillary remodelling and an impairment in both
phases of the angiogenic process, ie. capillary creation
and maturation, in response to exercise training, The
loss of pericyte-endothelium interaction appears to be a
key factor for the capillary maturation. This study con-
tributes to our understanding of the defective angiogenic
process in COPD patients and constitutes a significant
step towards Isolating the blunted cellular mechanisms
in endothelial cells and pericytes. Our observations sug-
gest a hypothetic role for oxidative stress in the angio-
genesis defect and open the way for further studies
investigating this relationship in COPD patients.
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1186/512931-019-1240-6.
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Supplementary Figure 1. Changes in skeletal muscle typology in response to exercise training in COPD
patients and SHS and the relation to the angiogenic process. a) Effect of exercise training on the
proportion of type | fibre in vastus lateralis cryosections of COPD patients (grey bars) and SHS (white
bars). Linear mixed-effect model: GxT: Group x Time interaction. Post-hoc: *p<0.05; *** p<0.001. Data
are presented as mean + SE. b) Correlation between the post-to-pre training variations of type |
proportion and the post-to-pre training variations of capillary-to-fibre ratio in COPD patients (grey

circles) and SHS (white circles).
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Présentation de I’'étude n°2

Nous avons pu mettre en lumiéere dans le chapitre 3 de la partie 1 le réle clef occupé par les
péricytes dans le processus d’angiogenese musculaire. Ces derniers représentent ainsi une
piste dans la compréhension des réponses angiogéniques altérées au réentrainement a
I’effort (REE) chez les patients BPCO. Renforgant cette idée, les interactions entre péricytes et
capillaires sanguins étaient perturbées chez les patients BPCO de I’'étude n°1. De plus, cette
perturbation était liée aux niveaux de stress oxydant circulants. Ainsi, I'étude n°2 s’est
intéressée aux variations de couverture péricytaire capillaire chez des patients BPCO et les
contrbles sédentaires sains (CSS). De plus, le réle délétére des facteurs circulants de la BPCO
sur les interactions péricyte/capillaire a été exploré in vitro. L’angiogenése étant un processus
dynamique et dépendant de I'intensité d’effort, nous avons fait le choix d’évaluer les sujets a
deux reprises, apres 5 et 10 semaines de REE et de tester 2 modalités de REE chez les patients
BPCO. La moitié des sujets BPCO (n=7) était réentrainée a la méme intensité absolue (en
ml/min/kg de V'0O2) que les sujets sains alors que I'autre était réentrainée a la méme intensité
relative (en % de V’'Oamax). Grace a des techniques d'immunofluorescence sur cryosections de
biopsies musculaires (fiche technique n°5 &6), nous avons pu évaluer la couverture péricytaire
des capillaires musculaires et mettre en évidence une absence d’augmentation de cette
couverture chez les patients BPCO des deux groupes sous |'effet du REE, contrairement aux
sujets sains. Ce défaut d’adaptation de couverture péricytaire apparaissait dans un contexte
d’augmentation normale du nombre de capillaires sanguin dans tous les groupes. Ainsi, nous
avons ensuite, a I'aide de techniques de culture et de co-culture cellulaire (fiche technique
n°12&13), exploré la contribution de facteurs circulants délétéres de la BPCO dans les
altérations de la couverture péricytaire visibles chez ces patients. Le sérum de patients BPCO
induisait un remodelage pathologique des péricytes in vitro, ces derniers adoptant une forme
allongée habituellement associée a leur détachement des capillaires sanguins in vivo. De plus,
I’exposition a ce méme sérum compromettait grandement les interactions entre précurseurs
péricytaires et endothéliaux, perturbant le recrutement et la différenciation péricytaire. Au
total, un réle pour les facteurs circulants de la BPCO dans l'altération de la couverture

péricytaire a été mis en évidence in vitro dans cette étude.
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Abstract

Rationale: Improvements in skeletal muscle endurance and oxygen uptake are blunted in
COPD patients, possibly because of a limitation in the muscle capillary oxygen supply.
Pericytes are critical for capillary blood flow adaptation during angiogenesis but may be
impaired by COPD systemic effects, which are mediated by circulating factors. This study
compared the pericyte coverage of muscle capillaries in response to 10 weeks of exercise
training in COPD patients and sedentary healthy subjects (SHS).

Methods: Fourteen COPD patients were compared to seven matched SHS. SHS trained at
moderate intensity corresponding to their first ventilatory threshold. COPD patients trained
at the same relative (%V’'O2: COPD-RI) or absolute (ml/min/kg: COPD-AI) intensity as SHS.
Capillary-to-fiber ratio (C/F) and pericyte coverage were assessed from vastus lateralis muscle
biopsies, before and after 5 and 10 weeks of training. We also tested in vitro the effect of
COPD and SHS serum on pericyte morphology and mesenchymal stem cell (MSC)
differentiation into pericytes.

Results: SHS showed greater improvement in aerobic capacity (V'O2vr) than both COPD-RI and
COPD-AIl patients (GroupxTime: p=0.004). Despite a preserved increase in the C/F ratio,
pericyte coverage did not increase in COPD patients in response to training, contrary to SHS
(GroupxTime: p=0.011). Conversely to SHS serum, COPD serum altered pericyte morphology
(p<0.001) and drastically reduced MSC differentiation into pericytes (p<0.001).

Conclusions: Both functional capacities and pericyte coverage responses to exercise training
are blunted in COPD patients. We also provide direct evidence of the deleterious effect of
COPD circulating factors on pericyte morphology and differentiation.

Key words: COPD, exercise training, angiogenesis, pericyte.

Introduction

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a respiratory disease with associated muscle
and vascular comorbidities. Aerobic exercise capacity as assessed by maximal oxygen uptake
during exercise (V' Oamax) is impaired in COPD patients?, and the reduced V' Oamax is the result
of impairments in both muscle convective and diffusive O, transport?. The altered diffusive
component is due to muscle capillary rarefaction®>. Improving V'Oamax is critical in COPD
because it is a determinant of patient quality of life and survival'. However, we showed that

COPD patients improve less than sedentary healthy subjects (SHS) in both muscle endurance
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and V'Ozmax in response to exercise training and that these smaller improvements are related

to a defect in muscle capillary creation®.

Interestingly, recent studies have also pointed to the role of capillaries in the regulation of the
convective Oz supply’, which relies on the vasoactive property of the cells that cover the
capillaries: the pericytes®. Indeed, studies have demonstrated that the control of muscle blood
flow at the capillary level depends on pericytes®*!. Specifically, the deletion of pericyte
coverage or contraction/relaxation abilities was found to suppress blood flow regulation by
capillaries in skeletal muscle®1L. Consistently, greater improvement in capillary blood flow
was observed under pro-angiogenic intervention when capillary pericyte coverage increased,

12716 Last, 8 weeks of exercise training increased both

independently of capillary creation
capillary creation and pericyte coverage of skeletal muscle capillaries?’. Thus, the adaptation
of pericyte coverage appears to be an important mechanism in the physiological muscle

improvements due to exercise training.

In COPD patients, we and others have observed that muscle endurance, V'Ozmax and capillary
creation show impaired responses to training®!®. We also found ultrastructural impairments
in the pericyte/endothelium interactions during training-induced angiogenesis in these
patients®®. It therefore may be that a defective increase in capillary pericyte coverage
completes the picture of the blunted muscle angiogenesis in COPD patients. Pericyte
dysfunction was also indirectly observed outside of muscle in these patients—in endoneural?®
and cerebral capillaries’*—and pericyte impairment may therefore result principally from a
systemic effect of the pathology. The serum of COPD patients contains numerous deleterious
factors?? and impairs muscle-derived cells in vitro?3. It thus might mediate this systemic effect.
However, direct experimental demonstration of a deleterious effect of COPD circulating

factors on pericytes is still lacking.

Therefore, the aims of this study were the following: (1) to compare in vivo the capillary
pericyte coverage and capillary creation in response to exercise training in the skeletal muscle
of COPD patients and SHS and to assess their muscle endurance and V'Ozmax, and (2) to provide
in vitro experimental evidence of a deleterious effect of COPD circulating factors on pericyte
morphology and mesenchymal stem cell (MSC) differentiation into pericytes. To control the

effect of exercise intensity or duration on the blunted functional and angiogenicresponses,
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two groups of COPD patients were trained at either the same relative (%V’O2max: Rl group) or
the same absolute (ml.mint.kg: Al group) intensity as SHS, in a randomized, controlled
double-blind design, and all were evaluated before and after 5 and 10 weeks of exercise

training.

Material and methods

Population

Between December 2013 and May 2015, 14 COPD patients and 7 SHS between 40 and 78 years
old were included and provided informed consent to participate in the study (ethics
committee number: 2013-A01199-36). The protocol was in line with the Declaration of
Helsinki and the European guidelines for good clinical practice and was pre-registered in

www.clinicaltrials.gov (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02040363). Inclusion criteria for the

COPD patients were?*: association of dyspnea, chronic cough, or sputum and/or chronic
history of exposure to disease risk factors, a post-bronchodilation Forced Expiratory Volume
in one second (FEV1)/Forced Vital Capacity (FVC) ratio <0.7, and no exacerbation episodes in
the previous 4 weeks. The patients also had to present an indication for pulmonary
rehabilitation as defined in the official statement as those patients who present “persistent
symptoms, limited activity, and/or are unable to adjust to illness despite otherwise optimal
medical management”?. Each control subject was matched for age (+3 years) and sex with
two COPD patients. They had to be pathology-free after medical examination, free from
tobacco-smoking for >10 years with <10 pack-years, and practice <150 min/week of

moderate-to-vigorous physical activity (Voorrips questionnaire score <9.4).

Pulmonary rehabilitation

After the cardiopulmonary exercise test (CPET), functional tests and vastus lateralis biopsies,
two exercise training intensities (Al and RI) were determined for each pair of COPD patients
according to the first ventilatory threshold intensity of the matched SHS. The patients were
then randomized into the Al or Rl group. Randomization was centralized in the statistics
department of Montpellier University Hospital. Investigators, rehabilitation caregivers, the

statistician and COPD patients were blinded to the training intensity. Then, the COPD patients
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and SHS participated in 10 weeks (36 sessions) of exercise training, which combined
endurance and resistance exercises according to international standards and as previously
described®. Sessions of therapeutic education completed the program. Additional details on

the exercise protocol can be found in the supplementary data section.

Functional evaluation and muscle biopsies

Resting lung function was assessed using a plethysmographic spirometer (Medisoft BodyBox
5500, Belgium). Body composition indices were determined using a segmental multifrequency
bioelectronic impedance meter. CPET was conducted using a cyclo-ergometer (Ergometrics
900, Ergo-line, Germany) following international standards?®. Two investigators blindly
determined the first ventilatory threshold in SHS following recommended methods?®. The 6-
minute walking test (6MWT) was performed according to ATS guidelines?” and the quadriceps
endurance (qTlim) was assessed as previously described®. The vastus lateralis muscle was
biopsied as previously described®. All evaluations and biopsies were performed at the
beginning of exercise training and repeated after 5 weeks (22 sessions) and 10 weeks (14

additional sessions).

Muscle analysis

Muscle biopsies were stored at -80°C until analysis. Cryosections of muscle samples (14 um
thick) were performed for all subjects, for the three training times. Sections were stained using
anti-CD31 antibodies (# 550389; BD Biosciences), which allowed us to calculate the capillary-
to-fiber ratio (C/F), as previously described®,on 150 fibers. Pericyte coverage was calculated
as described elsewhere?®-3!, Briefly, neural/glial antigen 2 (NG2)-positive area (anti-NG2
antibodies; #ab83178, Abcam) and platelet endothelial cell adhesion molecule 1
(PECAM1/CD31)-positive area were separately subjected to a threshold process and the ratio
of NG2-positive area to CD31-positive area was calculated. Pericyte coverage for each point
analysis was calculated on a mean of 108+21 capillaries. The proportion of pericytes
expressing a-smooth muscle actin (aSMA) (anti-aSMA antibodies; #ab7817, Abcam) was
calculated as the ratio of the number of aSMA-positive/NG2-positive pericytes to the total

number of NG2-positive pericytes established on an average of 175131 pericytes. All analyses
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were performed on three randomly chosen regions using Imagel software under blinded

conditions. Further details on muscle analysis are providing in the supplementary data section.
ECFC/MSC co-culture, pericyte culture and morphologic analysis

For the in vitro analysis, post-training serums from seven COPD (3 from IA and 4 from IR) and
seven SHS were tested individually. Human brain vascular pericytes (ScienCell Research
Laboratories, Inc) were exposed to 20% (v/v) of the SHS or COPD serums described above for
15 hr. Cells were fixed and stained with phalloidin (ab176756, Abcam) for elongation analysis,
as previously described3?. Images were analyzed with the Shape Descriptors ImageJ plug-in,
under blinded conditions, on 40 pericytes/subject, from =10 randomly chosen fields. More
detail about the cell culture and analysis are available in the supplementary data. Endothelial
colony-forming cells (ECFCs) and MSCs were isolated as previously described3? and seeded at
a 1:1 ratio for 7 days in presence of 10% FSC or 20% (v/v) SHS or COPD serum. Then co-cultures
were fixed and stained with von Willebrand factor (1:500, Dako) or rabbit anti-human calponin
(1:100, Abcam) primary antibodies to assess the MSC differentiation into pericytes, as
previously described3334. At least three randomly chosen fields per condition were analyzed

with Imagel.
Statistical analysis

Characteristics of the two COPD groups and SHS were compared at baseline by one-way
analysis of variance or the Kruskal-Wallis test, depending on data normality. Response to
exercise training for all variables was analyzed with a linear mixed effect (LME) model fit with
the R package nime, including Group effect (G), Time effect (T), the interaction between these
factors (GxT) as the fixed effect, and the Subject effect as the random effect®. Pearson or
Spearman coefficients described the correlations. Data were analyzed with R-3.5.0 software

(www.r-project.org) and plotted with GraphPad Prism 5 (GraphPad Software). A p-value <0.05

was considered significant. Details of statistical analysis and sample size calculation are

provided in the supplementary data.
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Results

Basal characteristics of COPD patients and SHS

Clinical and functional baseline characteristics of the COPD patients (Al and RI) and SHS are
presented in Table 1. The COPD patients had mild-to-moderate airway obstruction and their
BODE index was <4. In addition, none of these patients presented a Sp02<96% at rest,
indicating the absence of hypoxemia at rest. We found no difference in sex ratio, age, body
composition or physical activity level between the three groups. All subjects were sedentary
as shown by a Voorrips score <9.4 (Table 1). COPD-Al and COPD-RI showed significantly lower
baseline values of symptom-limited oxygen uptake (V'O2SL) than SHS (Group effect: p=0.004,
Table 1).

Table 1. Baseline clinical and functional characteristics of chronic obstructive pulmonary disease
patients in absolute intensity (COPD-AI) and relative intensity (COPD-RI) groups and sedentary
healthy subjects (SHS).

SHS COPD Al COPDRI p-value
Subjects (n) 7 7 7
Sex (male/female) 4/3 4/3 4/3
Age (years) 63.3+5.8 64.0+4.3 67.0%5.7 0.40
FEV, (% pred.) 109.916.9 70.7+204 78.6+17.6 <0.01
FEV,/VC (% pred.) 74.1+4.0 59.3+13.5 57.6+103 <0.01
BMI (kg.m ") 26.4+3.2 249+36 27.5+4.0 0.40
FFMI (kg.m”) 18.6 +2.1 17.7 3.2 19.4+3.4 0.59
PA level 2.9(2.1-9.2) 4.8 (2.8-10.7) 5.7 (2.9-9.9) 0.51
aMVC (kg) 45.8+10.9 41.0+15.4 37.7+13.8 0.54
6MWD (% pred.) 109.0 £ 8.2 95.6+13.5 99.4 +10.6 0.09
V'O, (% pred.) 111.9+15.6 83.4+158 843+147 <0.01
V'O, (% V’'O2max pred.) 57.1+8.7 51.6+8.8 493+6.2 0.22
Tlim (s) 599 * 268 434 + 207 484 + 257 0.45

Data are presented as meantSD or median (Q1-Q3). FEV1: forced expiratory volume in 1 s; VC: slow
vital capacity; % pred.: % predicted; BMI: body mass index; FFMI: fat-free mass index; PA: physical
activity; gMVC: quadriceps maximal voluntary contraction; 6MWD: 6-min walking distance; V'O2SL:
symptom-limited oxygen uptake; V'O2VT: oxygen uptake at ventilatory threshold; Tlim: endurance
time of quadriceps. Post-hoc test: *, **, ***: p<0.05, p<0.01, p<0.001.
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Functional adaptation in response to exercise training

Exercise training was performed at the first ventilatory threshold

in seven SHS

(50.94£2.7%V’'O2s; 13.4%2.7 ml.mint.kg? of V'O,). COPD-AI (n=7) were trained at the same

absolute intensity as SHS (66.1+9.8%V’0as; 13.4+2.7 ml.minl.kg? of V'O,). COPD-RI (n=7)

were trained at the same relative intensity as SHS (50.9+2.7%V’O,s;; 9.8+1.9 ml.mint.kg? of

V’0,). Training intensity was significantly higher in COPD-AI than COPD-RI (p=0.002).
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Figure 1. Functional adaptation to
exercise training in COPD-Al and -RI
patients and sedentary healthy subjects
(SHS). (A-D) Variations in functional
parameters between pre-training (TO)
and after 5 weeks (T5) and 10 weeks
(T10) in: (1) COPD (n=14) and SHS (n=7)
on the left part and (2) COPD Al (n=7)
and Rl (n=7). (A) Six-minute walking
distance (6MWD). (B) Endurance time
of quadriceps (Tlim). (C) Oxygen uptake
at the ventilatory threshold (V'O2VT).
(D) Symptom-limited oxygen uptake
(V'O2SL). Data are presented as mean +
SE. Linear mixed effect model: Time:
time effect; Group:
GroupxTime: group/time interaction.
Post-hoc test: Different from TO in both
group (time effect): *, **, ***: p<0.05,
p<0.01, p<0.001. Different from TO in
isogroup: #, ##, ###: p<0.05, p<0.01,
p<0.001. Different from the other group
at isotime: JF,H,"‘H': p<0.05, p<0.01,
p<0.001
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Functional improvements in response to 5 and 10 weeks of exercise training in the two patient
groups and SHS are presented in Fig. 1. The six-minute walking distance (6MWD) and Tlim
were significantly increased in both COPD and SHS after 5 and 10 weeks of exercise training
(Fig. 1A & B) and were not different between the COPD Al and Rl groups (Fig. 1A & B). The Tlim
response to exercise training was lower in the COPD patients compared to SHS (GxT: p=0.017).
Oxygen uptake at the ventilatory threshold (V'O,vr) was increased only in SHS, with lower
values in the COPD patients after 5 and 10 weeks of training (Fig. 1C). V'O2s. was lower in COPD
patients compared to SHS (G: p<0.001; Fig. 1D) but increased under exercise training in both
COPD and SHS (T: p=0.029) with no difference between the groups (GxT: p=0.50). Both V’'Ozs.

and V’'Oyyrchanges and values were similar between COPD Al and RI (Fig. 1C & D).

Skeletal muscle capillarization and pericyte coverage during training-related

angiogenesis

The C/F ratio increased under exercise training in both the COPD and SHS groups after 10
weeks of training (T: p<0.001; Fig. 2A) with no difference between SHS and COPD (GxT: p=0.81)
or COPD Al and Rl (GxT: p=0.82). Double CD31/NG2 staining of vastus lateralis cryosections
from the COPD patients and SHS at each time of training are presented in Fig. 2B. As shown in
Fig. 2C, training induced a significantly different response of pericyte coverage in patients
compared with SHS (GxT: p=0.011). We observed a significant increase in pericyte coverage in
SHS (+46.9464.2%, p=0.013) but not COPD patients (+1.38457.4%, p=0.26) from the pre-
training (TO) to post-training (T10) biopsies. This difference meant significantly lower pericyte
coverage in the COPD patients than SHS at 5 and 10 weeks of exercise training (p=0.004 and
p<0.001, respectively). This result did not differ between the COPD Al or Rl groups (Fig. 2C).
The proportion of aSMA+ pericytes increased over time in both groups (Suppl. Fig.1; Time

effect: p=0.002), without difference between groups.

167



>

C/F ratio
(CD31+ capillaries/mucle fiber)

Pericyte coverage
(Area NG2+/Area CD31+)

Etude 2

T5 T10

%
&

10 G :p=0.34 G : p=0.92
T: p<0.001 T: p=0.001
T0 T5 T10 TO T5 T10 DQ_
(@]
O SHS (n=7) W)
@ COPD (n=14)
A COPD Al (n=7)
W COPDRI (n=7) D
i
15 # |
+Ht X )
i T
+H 1 (Va]
1
1.0 1 : .
, ; ;
1 v v R —
1
1
0.5 :
| (@)
1 [a ™
I G:p=0.25 @]
L, GXT:p=0011 | T:p=0.90 U .
I
TO T5 T10 ' TO T5 T10

Figure 2. Capillary and pericyte coverage changes in COPD patients and sedentary healthy subjects
(SHS) in response to exercise training. (A & C) Pre-training (TO) and 5-week (T5) and 10-week (T10)
exercise training values of vastus lateralis skeletal muscle capillarization (A) and pericyte coverage (C)
for both SHS and COPD Al and RI. (A) Capillary-to-fiber (C/F) ratio. (B) CD31/NG2 immunofluorescent
double-staining images of vastus lateralis cryosection of COPD patients and SHS at baseline (T0) and
after 5 weeks (T5) and 10 weeks (T10) of exercise training. (D) Post-training (T10) higher magnification
and channels splitted micrographs for CD31/NG2 immunofluorescent double-staining. Data are
presented as mean * SE. Post-hoc test: Different from TO in both groups (time effect): *, **, ***:
p<0.05, p<0.01, p<0.001. Different from TO in isogroup: #, ##, ###: p<0.05, p<0.01, p<0.001. Different
from the other group at isotime: 1, +: p<0.05, p<0.01, p<0.001. Scale bar: 50 um.

In vitro effect of serums on pericyte morphology and MSC differentiation

The effect of COPD and SHS serum on pericyte cytoskeleton morphology was assessed first
(Fig. 3). COPD serum induced significantly greater pericyte elongation than SHS serum (Fig. 3A
& B; p<0.001), without pericyte area alteration (Fig. 3C; p=0.55).
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Figure 3. Effect of post-training serum from COPD patients and SHS on pericyte morphology. (A)
Representative image of pericytes exposed to COPD patient or SHS serum. F-actin was stained with
phalloidin and nucleus with DAPI. (B) Pericyte elongation and area (C) after exposure to 20% (v/v)
serum from COPD patients or SHS post-training for 15 hr. Data are presented as means and individual
points. Linear mixed effect model: *** p<0.001.

We and others have demonstrated that MSCs can differentiate into pericytes in contact with
ECFCs in vitro and in vivo®3. We tested the in vitro effect of COPD and SHS serum on ECFC/MSC
co-cultures. The co-cultures were exposed to human serum for 1 week, and fetal calf serum
(FCS) was used as positive control. In the co-cultures exposed to both FCS and SHS serum, we
observed a broad expression of calponin, a valid marker of pericytes34, in MSCs after 1 week
(Suppl. Fig. 2; Fig. 4A, first line). Conversely, calponin expression in MSCs was significantly
reduced in the COPD serum compared with SHS serum after 1 week of co-culture (p<0.001;
Fig. 4B). The positive stain for von Willebrand factor on the ECFCs in co-cultures treated with
COPD serum confirmed that this result was not due to the loss of ECFCs but was serum-

dependent (Fig. 4A). We found a significant positive correlation between calponin expression
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in MSCs and the pericyte coverage of muscle capillaries in the subjects from whom the serum

originated (r=0.74, p=0.003; Fig. 4C).
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Figure 4. Calponin expression in MSCs from MSC/ECFC co-culture exposed to post-training serum from
COPD patients and SHS. (A) Representative image of MSC/ECFC co-culture exposed to COPD or SHS
serum. (B) Quantification of calponin fluorescence intensity in co-culture images after exposure to 20%
(v/v) COPD or SHS post-training serum for 5 days. (C) Relation between in vitro calponin fluorescence
intensity in response to post-training serum and in vivo post-training pericyte coverage of skeletal
muscle capillaries. Data are presented as mean and individual points. Linear mixed effect model: ***
p<0.001.

Discussion

In a context of altered improvements in muscle endurance and V'O,s;, we observed that the

pericyte coverage of muscle capillaries was blunted in the COPD patients. This pericyte defect
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occurred regardless of training intensity or duration and may have been consecutive to the

deleterious effects of COPD circulating factors.

After 10 weeks of exercise training, both COPD patients and SHS showed improved functional
capacities, with significantly increased 6MWD, Tlim and V’Oas, (Fig. 1). The training response
of V'O3s. did not differ between the COPD patients and SHS but this may have resulted from a
ceiling effect in our SHS (with a baseline V'O25:>100%pred. and a V'Oas. gain less than in the
previous study®). Indeed, even after 10 weeks of training at the same absolute intensity as
SHS, the COPD patients failed to display benefits in the local endurance capacity of muscle
(Tlim) equal to those in SHS (Fig. 1B). Endurance is determined by both diffusive and
convective O, transport3®. Similarly, submaximal V’O,yrimproved less in the COPD patients
than in SHS (Fig. 1C). Compared to V’'Oys;, V'Oyyris more closely related to the muscle oxygen
uptake capacities®’. Lower responses to training were observed in both the COPD IA and RI
groups and at both T5 and T10, suggesting that the increase in training intensity (from 51% to
66% of V'O,s) or duration (from 5 to 10 weeks) did not restore a physiologic response in the
patients. The randomized, controlled double-blind design to assign the COPD patients to
exercise intensity groups (Al or Rl) increased the validity of these results. Thus, the blunted
functional response to exercise training in the COPD patients may be more related to an

intrinsic muscle impairment than to an inappropriate training modality.

In previous studies, the impaired functional adaptations to exercise training in COPD patients
were associated with blunted capillary creation®. Conversely to this finding, we observed no
blunted creation of new vessels in these patients compared with SHS, possibly because the
patients in the present study differed in disease severity from those of the earlier study (FEV1:
75+19 vs 45.6+17.5%pred.)®. Hypoxemia might explain this result, as Costes et al.38 reported
an increase in the C/F ratio in response to exercise training only in non-hypoxemic patients.
Given that none of our COPD patients presented Sp0,<92% at rest (whereas 50% of the
patients in the previous study® had Sp0,<92% at rest), it may be that capillary creation is
preserved in less severe and normoxic COPD patients. This preserved capillary creation is not
discrepant with impaired pericyte coverage. Indeed, capillary regression was shown to occur
later than pericyte loss during disease progression'?. Thus, in our mild-to-moderate COPD

patients, the impaired pericyte coverage might have been associated with preserved
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capillarization, whereas impaired capillary creation and coverage would have occurred in

more severe patients.

To assess the pericyte coverage of skeletal muscle capillaries from muscle samples, most
studies have used NG2/CD31 double-staining on transversal sections of muscle and calculated
the ratio for the two areas of staining %2831, Using this methodology, we found that exercise
training increased the pericyte coverage after 10 weeks in the SHS group but not in the COPD
patients (Fig. 2B & C). The increase that we found in SHS was consistent with the study of
Baum et al.'’, which showed an increase in pericyte coverage of skeletal muscle capillaries
after 8 weeks of exercise training in healthy humans. Conversely, Egginton et al.3° found
reduced pericyte coverage of muscle capillaries after muscle stimulation. However, this study
was conducted only through electrical stimulation in mice, which does not fully represent
exercise training, and for only 3 to 7 days. The angiogenic process was found to begin with a
destabilization phase with pericyte detachment, followed by a maturation phase with pericyte
recruitment®. The first phase occurred during the first weeks of training, and the second
appeared later, at around 4 to 6 weeks*'. Thus, we expected an increase in pericyte coverage
in our subjects, as the study of Baum et al.*’used actual exercise training in humans with a
timing that was closer to ours. The finding that pericyte coverage failed to increase in our
COPD patients thus appears to be a novel pathological feature of the misadaptation to training

in their skeletal muscle circulation and may have clinical repercussions.

During pro-angiogenic interventions, an increase in pericyte coverage together with an
increased number of skeletal muscle capillaries have been associated with a greater increase
in muscle perfusion'®6, which is a major determinant of oxygen uptake capacity*’. The
convective supply of Oy is determinant in muscle V'O, and depends in part on blood flow
regulation at the capillary level’. Evidence is accumulating that pericyte coverage is involved
in the regulation of local capillary blood flow®*3, especially in skeletal muscle®*!. This
vasoactive role is mainly dependent on aSMA expression** and we consistently found a high
proportion of pericytes that were aSMA+ in both the COPD patients and SHS (Suppl. Fig. 2).
Interestingly, the proportion of aSMA+/aSMA- was preserved in the COPD patients,
suggesting that the pericyte loss in these patients affected both contractile and non-

contractile pericytes (Suppl. Fig. 2). Although we found that the adaptations in capillary
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number was not impaired in our COPD patients (Fig. 2A), we hypothesize that the blunted
pericyte coverage in capillaries has a role in the defective adaptation of muscle endurance
and submaximal V’'O; in these patients. Future studies with local muscle blood flow
assessment and/or pericyte loss in animal models during training-induced angiogenesis will
address this hypothesis of a causal relationship between pericyte coverage and muscle

convective Oy supply.

A body of evidence now points to the deleterious effect of COPD on pericytes. Indeed, pericyte
debris has been found in the endoneural capillaries of COPD patients?°. Moreover, pericytes
are major actors in vascular impermeability*>, and microalbuminuria and cerebral microbleeds
have been found in these patients?#®, Last, during training-induced angiogenesis, we found
ultrastructural evidence of disturbed endothelium/pericyte interactions in COPD patients in
an earlier study?®®, as well as a smaller increase in pericyte coverage in the present study (Fig.
2C). On the other hand, we observed a pro-atrophic effect of COPD patient serum in human
myotubes in vitro?3, which argues for a role of the COPD circulating microenvironment in
muscle impairment. Nevertheless, the current study is the first to provide experimental
evidence of a direct effect of COPD serum on pericytes, suggesting a systemic effect of
deleterious circulating factors, possibly consecutive of inflammation. Indeed,
lipopolysaccharides injection, a trigger of systemic inflammation, is known to induce pericyte
loss*’, and basal levels of inflammation are increased in COPD patient serum?2. In the present
study, isolating the culprit(s) would have required wide cytokine screening plus other
experiments (testing cytokine agonists/antagonists on pericytes) necessitating a large
guantity of serum that we unfortunately did not have access to. Thus, addressing this question
will require a specifically designed study. We did, however, focus on the mechanisms that
might explain the lack of pericyte coverage, such as the migration of pericytes away from
capillaries, which would lead to pericyte loss*®. We tested the hypothesis that circulatory
factors of COPD can induce pericyte elongation, which is known to be associated with pericyte
migration in the pericyte loss process*®4°. We observed that, compared to post-training SHS
serum, post-training COPD serum induced greater pericyte elongation (Fig. 4), which was
assessed by shape description based on phalloidin staining, as previously described3?4°. We

then tested whether the effect of COPD serum would also disturb the de novo recruitment of
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pericytes during the angiogenic process. This recruitment is dependent on MSC differentiation
into pericytes®®!, which requires endothelial/MSC heterotypic cell contacts®®>. MSC
differentiation into pericytes is usually tested by assessing the calponin expression in the MSCs
of MSC/endothelial cells or endothelial colony-forming cell co-cultures33>3, and we found that
it was dramatically reduced in the COPD serum condition (Fig. 3B). With these experiments,
we provide evidence of the deleterious effect of COPD circulating factors on pericyte
morphology and differentiation. Nevertheless, the COPD mechanisms suggested by our in
vitro analysis should be verified in vivo in future studies during training-induced angiogenesis.
As a perspective for future research, the involvement of inflammation-dependent impairment
in Cx43-dependent gap junctions and/or Notch3/Jagged-1 interactions might be investigated,
as previously shown*°2°%35  This mechanistic exploration must be associated with
inflammatory cytokine screening to identify future therapeutic targets that would prevent

pericyte impairment in COPD patients.
Conclusion

In response to exercise training, COPD patients showed blunted muscle endurance and V'O,
improvements compared with age- and sex-matched SHS. Moreover, despite preserved
capillary creation, the COPD patients showed an impaired increase in pericyte coverage. These
impairments constitute an early event in the disease time course. This study also presents the
first evidence of a causal deleterious effect of COPD on pericytes through serum circulating
factors. We hypothesize that a misadaptation of pericyte coverage potentially impacts the
muscle oxygen supply, which along with circulating therapeutic targets, should be considered

as a clinically relevant issue to be specifically addressed in future studies.
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Fichier additionnel

Supplementary materials et methods

Population

Between December 2013 and May 2015, 14 COPD subjects and 7 SHS between 40 and 78 years
old were included and informed consent was obtained from all of them (Committee for the
Protection of Persons No. CPP 2013-A01199-36). The study protocol agreed with the Helsinki
Declaration and the European guidelines for good clinical practice and was registered on

clinicaltrial.gov (NCT02040363). COPD patients were expected to have GOLD-confirmed

disease(1): association of dyspnea, chronic cough or sputum and/or chronic history of
exposure to the factors risk of disease, and a post-bronchodilation (FEVi/FVC <70%),
symptomatic GOLD | to IV, at least 4 weeks apart from an exacerbation episode. Control
subjects were matched for age (+/- 3 years) and sex. They had to be free from pathology after
a medical examination, practice less than 150 min/week of moderate to vigorous physical
activity (Voorrips questionnaire score <9.4), and to have never smoked or not for at least 10

years, with fewer than 10 pack-years.
Exercise training protocol

After several clinical and functional evaluations and a muscle biopsy, the COPD patients and
the control subjects performed 10 weeks (36 sessions) of exercise training. The evaluations
were repeated after 5 weeks (22 sessions) and 10 weeks (14 more sessions) of exercise
training. The training took place in the cardiac reeducation unit of CHU Arnaud de Villeneuve
(34090 Montpellier). The subjects had to perform 3 sessions per week, consisting of 45
minutes of aerobic exercise on a cycloergometer. For the healthy control subjects, the work
intensity corresponded to the first ventilatory threshold (2), determined by the mean of the
cardiopulmonary exercise test (CPET) by 2 physiologists, independently and blindly. COPD
patients were randomized into the absolute intensity (Al) or relative intensity (RI) groups: for
the Al group at the same VO, in ml.mint.kg™! as matched SHS and for the Rl group at the same

VO, in percentage of the actual VOas. For healthy subjects and COPD patients, the heart rate
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corresponding to the targeted VO, was identified in the CPET and allowed training intensity
to be monitored during the training sessions. Muscle strengthening exercises completed these
sessions, in accordance with ATS recommendations (3). Outdoor walking and balneotherapy
sessions completed the exercise training program for a total of 36 sessions. The training was
conducted by adapted physical activity (APA) teachers who had to ensure the gradual increase

of working power in order to maintain a constant target heart rate during the program.

Functional evaluation

The exploration of resting lung function was assessed in all subjects using a plethysmographic
spirometer (Medisoft Bodybox 5500, Belgium). Body composition indices were determined

using a segmental multifrequency bioelectronic impedancemeter.

The CPET was conducted using a cyclo-ergometer (Ergometrics 900, Ergo-line, Germany),
according to international standards(4). A 3-minute warm-up was performed at 20% of the
estimated maximum aerobic power (MAP), followed by incremental steps of 1 minute each
(increment: 10% of the remaining load). The VOys. was calculated as the mean of the VO,
values during the last 20 s of the test. During the exercise, heart rate (electrocardiogram),
arterial saturation in O (pulse oximeter), gas exchange (cycle-to-cycle measurement) and
dyspnea (every minute with a visual analogue scale) were recorded. A medical doctor was

present throughout the CPET and controlled its progress.

6-minutes walking test (6MWT) was performed according to the ATS guidelines(5) in a 30-
meter indoor corridor and repeated at 30-minute intervals to overcome a learning effect. The
subjects were previously informed of the instructions. No encouragement was provided and
only the remaining time was communicated neutrally to the subject. Dyspnea (EVA scale) and
blood pressure were assessed before and after the test. Heart rate and O; arterial saturation

(Sp0;) values were recorded every minute.

The quadriceps maximum voluntary contraction (QMVC) was assessed by means of a
maximum isometric contraction. This test was performed on an evaluation bench.
Standardized encouragement was given during the 3 contractions, each lasting about 4
seconds with 1 minute of rest between them. A contraction was retained if the force

plateaued for at least 1 second. The best of the 3 contractions was kept as the maximum
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voluntary strength value if the 3 conditions were reproducible (if 2 more contractions could

not be achieved). The values recorded in Newton-meters were converted to kilograms.

The evaluation of quadriceps endurance systematically followed the measurement of
maximum voluntary force on the leg presenting the highest values of qMVC. A load
corresponding to 30% of the gMVC was attached to the arm of the same evaluation bench,
unlocked to be mobile. The subjects had to perform knee extension cycles of 10 beats, 1
second each (3 rise times, 3 down times, 4 rest times), synchronized with a metronome (at 60
bpm), continuously until exhaustion(6). Exhaustion was assumed when the subject could no
longer hold the contraction for 1 second, or blatantly compensated with other muscle groups
for 3 consecutive cycles, despite standardized encouragement. The exercise time was then

recorded and used as limit time for muscular endurance (Tlim).

Muscle biopsy

The muscle sample was taken from the vastus lateralis (junction of the middle-lower third of
the thigh) of the leg that did not perform the muscle endurance evaluation, after local
anesthesia of the dermis (2 mL, 2% Lidocaine). After incision, approximately 300 mg of tissue
was taken with a Bergstrom needle, packed in subsample and frozen with isopentane cooled
in liquid nitrogen. The samples were then stored at -80°C until further analysis. The biopsies

(at 0, 5 and 10 weeks of training) were performed on the same leg, 1 cm from the other.

Muscle immunofluorescence

Cryosection sections of muscle samples (14 um thick) were performed for all subjects, for the
3 training times. Then, single or double immunofluorescent staining was performed on 3 series

of cryosections.

The first series was stained to visualize capillaries, using anti-CD31 antibodies (# 550389; BD
Biosciences) and muscle fiber with white light. This allowed us to calculate the capillary-to-
fiber ratio (C/F), as previously described(6),0n a 150 fiber-area. In the second series, capillaries
and pericytes were visualized using anti-CD31 and anti-NG2 antibodies (# ab83178, ABcam).
Pericyte coverage was calculated as the ratio of the NG2positive area to CD31positive area.

The both areas were obtained with a semi-quantitative process after individual thresholding.
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The intra- and inter-operator reproducibility as well as external validity of this technic were
controlled before analysis. This ratio was established for each analysis point on an average of
108 + 21 capillaries, on 3 zones per section. The third series was labeled with anti-NG2 and
anti-aSMA antibodies (# ab7817, ABcam). The proportion of pericytes expressing aSMA was
calculated as the ratio of the number of pericytes aSMApositive/NG2positive to the total of
pericytes NG2positive. This number was established using semi-automatic analysis with
individual thresholding and masking process to obtain aSMA in each individual pericyte. This
ratio was established on an average of 175 + 31 pericytes for each analysis point, on 3 zones

per section. All analyses were performed using the Imagel software, under blinded condition.

Pericyte culture and morphologic analysis

Human brain vascular pericytes (ScienCell Research Laboratories, Inc.) were cultivated for 24
hr in Pericyte Medium PM (ScienCell Research Laboratories, Inc), supplemented with 2% FBS,
1% of Pericyte Growth Supplement and 1% of penicillin/streptomycin solution, in a poly-L-
lysin coated dish. Then, 20% (v/v) of SHS or COPD serum was added for 15 hr. Fresh medium
was added for 24h and cells were then fixed with 3.2% PFA for 10 min and permeabilized with
0.1% Triton X100 for 5 min at room temperature and incubated with Phalloidin (ab176756,
ABcam) and DAPI for 1 hour 15 min at room temperature. The cell area and the minor-to-
major axis ratio were determined with the Shape Descriptors Imagel plug-in under blinded

conditions on 40 pericytes/subject, from at least 10 randomly chosen fields.

ECFC/MSC co-culture

Endothelial colony-forming cells (ECFCs) and mesenchymal stem cells (MSCs) were isolated,
as previously described(11). Culture chamber slides (8-well, duplicates) were coated with
gelatin 0.2% and seeded with ECFCs + MISCs at a 1:1 ratio with EGM2 medium 10% FSC, or SHS
serum or COPD serum from day 0 to day 7. Post-training serum from 7 COPD patients (3 from
IA group and 4 from IR group) and 7 SHS was tested. The medium was changed every 2 days.
After co-culture for 1 week, the MSCs differentiated into perivascular cells (11). Once
differentiated, the cells were fixed with PFA% for 10 min at RT. For ECFC immunostaining,

samples were incubated with 1%TRITON/PBS for 5 min and then with the primary antibody
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mouse anti-human von Willebrand factor (1:500, Dako) for 1 hr at room temperature,
followed by the secondary antibody Texas Red anti-mouse IgG (1:200, Vector) for 1 hr at RT.
Differentiated MSCs were incubated with primary antibody rabbit anti-human calponin
(1:100, Abcam)(12). After washing, samples were incubated with the appropriate FITC-labeled
secondary antibody (1:200, Vector), and nuclei were counterstained with DAPI mounting
medium (Vectashield, VECTOR). Images were taken with a Leica SP-5 confocal microscope.
Fluorescence density was analyzed with Imagel software. At least 5 randomly chosen fields

per condition were analyzed.
Statistical analysis

Characteristics of both COPD patient groups and SHS at baseline were compared by one-way
analysis of variance or the Kruskal-Wallis test, depending on the normality of the data. The
study design included 3 groups of subjects evaluated longitudinally 3 times. Thus, to analyze
the data we used a linear mixed effect (LME) model with Group effect (G), Time effect (T) and
the interaction between these factors (GxT) as fixed effects. We also added the Subject effect
as a random effect to take into account the dependency of the longitudinal data(13). The Ime
function from the nlme R package was used to fit the LME (14). When GxT was significant, we
used a Fisher’s LSD post-hoc test to complete the analysis. For each LME test, the assumption
of the normality of the residual was checked with the Q-Q plot approach(15). The sample size
calculation was made expecting a two times lower improvement of C/F ratio in COPD patients
compared to SHS (16% versus 32%), as found in our previous study (6). There was no previous
data on pericyte coverage in COPD patients but we expected the same impairment than the
C/F ratio. Given the design of our study, a power of 0.8, an alpha risk of 5% and a standard
deviation of 40, the minimum sample size was 5 subjects in each group. To take into account
potential missing values we decided to include 7 subjects per group. Data were analyzed with

R 3.5.0 software (www.r-project.org) and plotted with GraphPad Prism 5 (GraphPad

Software). A p-value <0.05 was considered significant.
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Figure supplemental 1. Effect of exercise training in aSMA+ pericyte proportion in skeletal muscle of
COPD patients and SHS. (A) Images of NG2/aSMA double-staining of COPD patients and SHS vastus
lateralis cryosections at TO, T5 and T10. (B) Variations in the proportion of pericytes expressing aSMA
protein in response to exercise training. Data are presented as mean + SD. Linear mixed effect model:
T: Time effect. Time effect post-hoc test: **, ***: p<0.01, p<0.001. Scale-bar = 50um.

184



Calponin

Figure supplemental 2. Calponin expression in MSCs from MSC/ECFC co-culture exposed to fetal calf
serum (FCS). Representative image of MSC/ECFC co-culture exposed to FCS.
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Présentation de I’étude n°3

Les études n° 1 & 2 ont permis d’identifier une perturbation des relations péricytes/capillaires lors
de I'angiogenése induite par le réentrainement a |'effort (REE) chez les patients BPCO, et
proposent I'hypothése de I'effet de facteurs systémiques. Cependant, nous avons vu lors du
chapitre 2 de la partie 1 que I'angiogenése musculaire est également sous controle de la cellule
musculaire et en particulier de la voie dépendante du PGC1-a musculaire. En effet, via cette voie
PGC1-q, la cellule musculaire est capable de produire les facteurs pro-angiogéniques VEGF-A et
SPP1 qui vont stimuler, respectivement, la croissance et la maturation capillaire. Or, la BPCO se
caractérise par une dysfonction du muscle strié squelettique. Cette comorbidité fréquente est
spécifique de la maladie car non liée a un simple déconditionnement. Dans le cadre de cette
dysfonction musculaire, il a été montré une réduction de I'expression de PGC1-a dans le muscle
de patients BPCO. Ainsi, nous faisons I’hypothése qu’une altération de cette voie PGC1-a pourrait
limiter la réponse angiogénique musculaire en réponse au REE. L’objectif de cette étude est ainsi
d’explorer la présence d’une altération du potentiel pro-angiogénique de la cellule musculaire de
patients BPCO en réponse a une stimulation mimant I'exercice en endurance, en utilisant la
comparaison avec les myotubes issus de muscles de controles sains sédentaires (CSS). A partir de
biopsies musculaires prélevées au niveau du vaste latéral chez des sujets BPCO et de CSS (fiche
technique n°5), avant et aprés un REE de 5-6 semaines, nous avons réalisé un isolement et une
purification de myoblastes humains (fiche technique n°10). Nous avons ensuite différencié ces
cellules en myotubes et nous leur avons appliqué une stimulation électrique par impulsion (SEI)
(fiche technique n°11), stimulus reproduisant in vitro I'exercice en endurance. Par qPCR (fiches
techniques 8 & 9), nous avons mis en évidence une altération de la régulation transcriptionnelle
de PGC1-a en réponse a la SEl dans les myotubes de patients BPCO comparé aux CSS. Cette
altération est survenue chez des patients BPCO qui n‘ont pas augmenté leur capillarisation
musculaire sous |'effet du REE. En revanche, ERR-a et VEGF-A - sous-effecteurs de |'axe pro-
angiogénique de la voie PGC1-a - n’ont pas présenté de changements d’expression sous |'effet de
la stimulation, quel que soit le groupe. La sécrétion de VEGF-A par les myocytes n’a pas non plus
été modifiée par la SEI. Finalement, en paralléle d’une réduction de la couverture péricytaire dans
le muscle de patients BPCO, le facteur SPP1 tendait aussi a étre sous-exprimé dans les myotubes

des patients BPCO, stimulés ou non.
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Introduction

La Broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO) est une maladie chronique d’origine
pulmonaire (1), qui se caractérise par des comorbidités extra-pulmonaires, en particulier
vasculaires. Une raréfaction du lit capillaire musculaire a notamment été montrée chez les
patients BPCO (2-5). Cette raréfaction capillaire constitue un facteur d’intolérance a I'effort
(en réduisant I'apport et la capacité de consommation d’oxygéne musculaire) et
d’hypertension artérielle (6-8). Le réentrainement a I'effort (REE) est une thérapie faisant part
intégrante de la prise en charge de la BPCO (9). Bien qu’il soit a I'origine de nombreux effets
bénéfiques chez les patients BPCO, ce REE ne permet pas d’induire une réponse angiogénique
physiologique. En effet, 'laugmentation du nombre de capillaires sanguins au niveau
musculaire squelettique est apparue significativement inférieure a celle observée chez des
sujets sains appariés (7). Malheureusement, les causes de ces perturbations chez les patients

BPCO restent actuellement inconnues.

Au niveau musculaire, la réponse angiogénique a I'’entrainement est en partie orchestrée par
la cellule musculaire, le myocyte, qui joue un role déterminant dans I'intégration des stimuli
induits par I'exercice et dans leur traduction en signaux pro-angiogéniques (10—-12). La voie de
signalisation intramyocytaire impliquant le PGCl-a est notamment apparue déterminante
dans la production de VEGF-A myocytaire en réponse a |’exercice ou a des stimuli s’en
rapprochant (13,14). Les inhibitions spécifiques du PGC1-a ou du VEGF-A myocytaire ont été
associées a une abolition de la réponse angiogénique au REE (12,15). Au-dela du VEGF-A, la
voie du PGC1l-a myocytaire joue un role dans le recrutement des péricytes au niveau des
vaisseaux néoformés, via la production du facteur SPP1 (10). En réponse au REE, la voie PGC1-
a/SPP1 est donc cruciale dans I'angiogenése musculaire, afin d’obtenir un réseau capillaire
mature, et donc viable et fonctionnel (10). Par ailleurs, le PGC1-a musculaire est apparu réduit
dans le muscle de patient BPCO (16). Ainsi, une perturbation des voies PGC1-a/VEGF-A et
PGC1-a/SPP1 pourrait étre a l'origine de I'émoussement de la réponse angiogénique

musculaire chez ces patients.
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A partir de prélevements musculaires, des cellules souches musculaires humaines —les cellules
satellites — peuvent étre cultivées in vitro, puis secondairement différenciées en myotubes.
Cette approche de culture primaire est validée pour I'étude des voies de signalisation
musculaire in vitro (17-19). De plus, sous I'effet d’'une stimulation électrique par impulsion
(SEl) in vitro, les myotubes présentent des adaptations de la signalisation intra-cellulaire
mimant celles induites en réponse a un exercice en endurance par des cellules musculaires in
vivo. En particulier, le PGC1-a apparait surexprimé (20). Dans la BPCO, la culture primaire de
cellules souches musculaires permet d’obtenir des myotubes reproduisant les caractéristiques
du phénotype musculaire pathologique du patient BPCO, notamment I|'atrophie et la
dysrégulation des voies de signalisation intra-cellulaire qui contrélent le diametre et Ia
fonction des cellules musculaires (17-19). Couplée a la SEl, la culture primaire de cellules
souches musculaires issues de patients BPCO permet donc une exploration des voies de
signalisation musculaire impliquées dans un défaut de réponse angiogénique a

I’entrainement, en particulier celles dépendantes de la voie PGC1-a.

Ainsi, I'objectif de notre étude était de comparer les réponses pro-angiogéniques a un
stimulus mimant I’exercice en endurance - la SEl in vitro — entre des cultures de myotubes

issus de patients BPCO et de contrdles sédentaires sains (CSS).

Matériel & méthodes

Population de I'étude

Nous avons analysé les données de patients BPCO et de sujets contréles sains issues de
précédents essais cliniques conduits par notre groupe (7,21) (clinical trial : NCT01183039,
NCT01183052 & NCT02040363). Les patients BPCO ont été initialement intégrés dans les
essais cliniques en suivant les criteres d’inclusions suivants : agés de 35 a 85 ans, présence
d’une dyspnée et/ou d’une toux chronique et/ou d’une histoire d’exposition aux facteurs de
risque de la maladie, avec un diagnostic confirmé par spirométrie (VEMS/CV <0.7) (1). Les CSS
devaient étre agés de 35 a 85 ans, ne pas présenter de pathologie ou de traitements et
pratiquer moins de 150 minutes d’activité physique réguliere par semaine. Les CSS devaient

étre appariés aux patients BPCO sur I'age (+/-4 ans) et le sexe.
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Réentrainement a |'effort

Il était demandé aux CSS et aux patients BPCO de suivre un entrainement comportant 3
séances par semaine de réentrainement en endurance sur cycloergométre comportant 45-60
min. d’effort a une intensité ciblant le premier seuil ventilatoire. Deux séances par semaine
de renforcement musculaire ciblé, sur 8-10 groupes musculaires a une intensité de 60% de
1RM complétaient le programme. L'ensemble du réentrainement a I'effort était en accord

avec les standards actuellement recommandés pour la réhabilitation respiratoire (22).
Prélevement et traitement des biopsies musculaires

Les biopsies musculaires ont été réalisées au niveau du vaste latéral du quadriceps en utilisant
une méthodologie précédemment publiée (23). La biopsie était ensuite séparée en plusieurs
parties. Une partie était congelée dans de I'isopentane préalablement refroidi puis stockée a
-80°C. Cette partie était ensuite utilisée pour réaliser des cryosections musculaires permettant
I’analyse de la capillarisation et de la couverture péricytaire. Une autre partie était congelée
progressivement (-1°C/minute) durant 24 heures puis stockée dans l'azote liquide en

attendant son utilisation pour la purification des myoblastes.
Immunofluorescence

La capillarisation musculaire et la couverture péricytaire ont été mesurées a l'aide de
cryosections de biopsies musculaires transversales de 14um d’épaisseur. La capillarisation a
été évaluée via le nombre de capillaires par fibre musculaire (7,24). Les capillaires ont été
marqués a l'aide d’un anticorps anti-CD31 (1 :100, #550389 ; BD biosciences) et les fibres
musculaires apparaissaient en lumiére blanche. La couverture péricytaire a été évaluée par le
rapport de I'aire de la coupe positive au NG2, marquée a I'aide d’un anticorps anti-NG2 (1

:100, ab83178 ; Abcam), rapportée a I'aire positive au CD31 (25).
Isolement et purification des myoblastes

Le processus complet, du prélevement de la biopsie musculaire a I'analyse expérimentale est
schématisé dans la figure 1. Les myoblastes ont été isolés et purifiés en suivant une méthode

précédemment publiée (19,26). Brievement, la partie de la biopsie conservée a I'azote a été
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redécoupée en petites sections (explants) puis répartie de maniére homogéne sur une boite
de culture 35mm coatée au Collagéne | (Corning, NY, USA). Les explants ont ensuite été
recouverts par une couche de Matrigel a 6mg/mL (Corning, NY, USA) puis par du milieu
complet (DMEM, 20%SVF, 0.5% Ultroser G). Aprées 6 a 14 jours de culture a 37°C, les cellules
sortant des explants ont été récupérées a I'aide de dispase (Sigma-Aldrich), cultivées en boite
de culture 100mm coatées au collagene | puis purifiées a I'aide d’un anticorps primaire anti-
CD56 (1:1000, BD Bioscience) et d'un systtme MACS (Miltenyi Biotec), en suivant les
recommandations du fournisseur. Les myoblastes CD56+ purifiés ont ensuite été cultivés
jusqu’a 80% de confluence puis différenciés en myotubes suite au remplacement du milieu

complet par du milieu de différenciation (DMEM/2% SVF) durant 5 jours.

Stimulation électrique par impulsion (SEI) & obtention des ARN totaux et milieux

conditionnés

La SEI des myotubes a été réalisée durant 24h a partir du 4éme jour de différenciation des
myotubes, aprés changement du milieu de culture, a I'aide de I'appareil C-Pace (lonoptix). Les
cellules ont été stimulées a une fréquence de 1 Hz, une durée de pulsation de 4 ms et un
voltage de 11,5 V, des modalités validées comme mimant |’exercice en endurance (20). Pour
chaque puits électrostimulé, un puits non-stimulé durant 24h était utilisé comme controle.
Directement a la fin des 24h de stimulation, les cellules étaient récupérées et les ARN totaux
purifiés a I'aide du kit NucleoSpin (#740933; Macherey-Nagel), en suivant les
recommandations du fournisseur. Les milieux conditionnés par la stimulation (ou contrdles)

étaient récupérés en paralléle des cellules et stockés a -80°C en attendant les analyses.
RT-gPCR

Des ADNc étaient synthétisés a I'aide des ARN totaux purifiés, a I'aide du kit de transcription
inverse Transcriptor Universal c¢cDNA Master (#5893151001; Roche), en suivant les
recommandations du fabriquant. L'expression des ARNm était ensuite analysée a l'aide d’un
protocole de qPCR, et le mélange SyBR Green | Master (#04707516001 ; Roche). L’expression

des ARNm cibles était rapportée a I'expression du gene de ménage RPLPO.
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Analyses ELISA

Directement a la suite du programme de SEl, le surnageant de culture était récupéré,
centrifugé puis directement congelé et stocké a -80°C. Le surnageant était ensuite utilisé pour
doser la quantité de VEGF-A a I'aide d’un kit ELISA (#RAB0507, Sigma-Aldrich), en suivant le
protocole fournit par le fabricant, en utilisant 100uL de surnageant par puits, en triplicata.

Mise en culture et séparation magnétique DMEM - 20% SVF - Ultrozer
ISOLEMENT & PURIFICATION (J-25 a JO) PROLIFERATION (JO a J2)

+ SEI (24h/1Hz/4ms/11.5V) DMEM - 2% FBS
Analyses ELISA & qPCR SEI (J4 aJ5) DIFFERENCIATION (J2 a J4)

Surnageant pour
analyses ELISA

Lysas de cellules pour
analyses des mARN

Figure 1. Présentation de la démarche expérimentale de I’étude. DMEM: Dulbecco/Vogt modified
Eagle's minimal essential medium. SVF : Sérum de veau fetal. J : Jours. SEl : stimulation électrique par
impulsions.

Analyses statistiques

Les caractéristiques cliniques et fonctionnelles a I'état de base ont été analysées a I'aide de
tests T de Student ou U de Mann-Whitney en fonction de la distribution des données.
L’analyse des réponses des différentes variables a I'effet de I'entrainement a été réalisée a
I'aide de modeles linéaires a effets mixtes (27) avec comme facteurs fixes le Temps, le Groupe
et l'interaction de ces 2 facteurs et comme effet aléatoire le facteur Sujet. L'analyse des
réponses des différentes variables a I'effet de la SEIl a été réalisée a I'aide des mémes modeles
en remplacant I'effet Temps par un effet Condition. Toutes les analyses ont été réalisées a

I'aide du logiciel R-3.5.0 www.r-project.org. Une p-value inférieure a 0.05 était considérée

significative.
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Résultats

Caractéristiques a |'état de base

Les données cliniques et fonctionnelles des patients BPCO et des CSS sont présentées dans le
Tableau 1. Les sujets des deux groupes ne présentaient pas de différences de sexe, d’age ou
d’indice de masse corporelle. A l'inverse, contrairement aux CSS, les patients BPCO
présentaient une réduction des débits ventilatoires visible via la réduction de VEMS ainsi
qu’une réduction du rapport VEMS/CV. Au niveau des caractéristiques fonctionnelles, les
patients BPCO présentaient une réduction marquée des parametres de tolérance a I'effort

(TDM6) et de consommation pic d’oxygene (VO2pic).

TABLEAU 1. CARACTERISTIQUES BASALES DES CONTROLES SEDENTAIRES SAINS ET DES
PATIENTS BPCO.

BPCO (N=6) CSS (N=6) p-value
SEXE (FEMMES) 66.7% 66.7% 1.000
AGE (ANNEES) 63.17 (5.49) 63.50 (7.12) 0.929
IMC (KG/TAILLE?) 25.43 (4.38) 26.98 (3.04) 0.494
VEMS/CV (%) 45.50 (13.05) 74.00 (5.87) 0.002
VEMS (L) 1.47 (0.75) 3.13 (0.89) 0.006
VEMS (% THEO.) 52.00 (18.83) 103.17 (18.07) 0.001
INDICE BODE 3.00 (1.55) NA
TDM6 (M) 557.50 (66.67) 647.33 (28.58) 0.013
TDM6 (% THEO.) 87.17 (16.24) 99.17 (9.20) 0.146
V’Ozpic (ML/MIN/KG) 17.65 (3.62) 25.90 (6.01) 0.016
V’O2pic (% THEO.) 70.50 (11.84) 107.50 (20.34) 0.003
SV (ML/MIN/KG) 11.92 (2.11) 13.95 (3.55) 0.256

Les données sont présentées sous la forme Moyenne (écart-type). BPCO : Broncho-pneumopathie
Chronique Obstructive. CSS: Controle sédentaire sains. IMC : Indice de masse corporelle. VEMS :
Volume maximal expiratoire a la premiére seconde. CV : Capacité vital. TDM6 : Distance au test de
marche de 6-minutes. V'Ozic : Consommation pic d’oxygene. SV : Seuil ventilatoire.
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La réponse musculaire pro-angiogénique

Au niveau du vaste latéral, un REE de 5 semaines a induit une augmentation de la
capillarisation musculaire chez les CSS (+24% ; p=0.011), mais pas chez les patients BPCO (-
2% ; p=0.82), traduisant une angiogenese significativement différente entre les deux groupes

(Interaction Groupe x Temps : p=0.037 ; Fig.2 a & b).

a Etat de base 5 semaines b
TR 3.0- GxT:p=0.037 -®- Ccss
CD3]
-8 BPCO
o
0 g 25- ##
O 9 i
Jay
3 20-
©
@)
R
+= 15-
©
@) 14 — o
O
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m ’10_
0 5

Entrainement
(semaines)

Figure 2. Adaptation musculaire in vivo de la capillarisation au réentrainement a I'effort. a) Image
représentative d’analyses immunohistochimiques des capillaires sanguins musculaires a I'aide
d’anticorps anti-CD31 sur des cryosections transverses de vaste latéral. b) Quantification du ratio
capillaire/fibre a partir des analyses immunohistochimiques des capillaires sanguins musculaires. GxT :
Interaction des effets Groupe et Temps, modeles linéaires a effet mixtes. Analyses post-hoc : * p<0.05
CSS versus BPCO. ## p<0.01 Temps 0 versus Temps 5. Les données sont présentées en tant que
moyenne * Erreur standard a la moyenne. Echelle : 50um

In vitro, 'expression des ARNm pour PGC1-a, ERR-a et VEGF-A ne présentait pas de différences
a I'état de base au sein des myotubes isolés a partir des biopsies des CSS et des patients BPCO
(Fig.3a). La réponse des myotubes BPCO et CSS a une SEI de 24 heures était au contraire
différente (Interaction Groupe x Condition : p=0.009 ; Fig. 3a), avec une augmentation de
I'expression des ARNm pour PGC1-a dans les myotubes CSS (+85% ; p=0.005) mais pas dans
les myotubes BPCO (-8% ; p=0.72). Post-SEl, I'expression de PGC1l-a était significativement
plus importante dans les myotubes CSS que dans ceux BPCO (p=0.010 ; Fig. 3a). A l'inverse du
PGC1-a, I'expression des ARNm pour ERR-a et VEGF-A dans les myotubes BPCO et CSS ne
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présentait pas de variations significatives, ni entre I'état de base et I'état post-SEl ni entre les

groupes post-SEl (Fig. 3b & c).

d PGC1-a b ERR-a C VEGF-A
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Figure 3. Variations de I'expression des ARNm au sein des cultures primaires de myotubes humains,
sous I’effet de la stimulation électrique par impulsion (SEI). Quantification par analyses qPCR du niveau
d’expression des ARN messagers (ARNm) a I'aide de lysas de myotubes humains isolés a partir de
biopsies musculaires CSS ou BPCO et soumis ou non a 24h de SEI. GxC : Interaction des effets Groupe
et Condition. Analyses post-hoc : ** p<0.01 CSS versus BPCO. #p<0.01 Condition SEI+ versus Condition
SEl-. Les données sont présentées en tant que moyenne * Erreur standard a la moyenne.

La sécrétion de VEGF-A par les myotubes

Apreés 24h de SEl, le surnageant de culture était récupéré pour un dosage de la quantité de la
protéine VEGF-A. Nous n’avons pas observé de différences significatives de sécrétion de VEGF-
A dans le milieu de culture entre les myotubes issus de patients BPCO et ceux issus de CSS (Fig.

4). Nous n’avons également pas observé de variations significatives de ces niveaux de VEGF-A

sous |'effet de la SEI (Fig. 4).
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Figure 4. Variations de la sécrétion de VEGF-A par des cultures primaires de myotubes humains
soumises a une stimulation électrique par impulsion (SEI). Dosage par ELISA des quantités de protéine
VEGF-A dans le surnageant de cultures primaires de myotubes humains isolés a partir de biopsies
musculaires CSS ou BPCO et soumis ou non a 24h de SEl. GxC: Interaction des effets Groupe et
Condition, modeles linéaires a effets mixtes. Les données sont présentées en tant que moyenne *
Erreur standard a la moyenne.

Production de SSP1 musculaire et maturation capillaire

Nous avons pu voir que la couverture péricytaire des capillaires sanguins musculaires tendait
a étre réduite chez les patients BPCO par rapport aux sujets sains quel que soit le temps
d’entrainement (Effet groupe : p = 0.0562 ; Fig. 5a). En nous intéressant a I'expression des
ARNmM pour SPP1 dans les myotubes issus des biopsies musculaires CSS et BPCO, nous avons
également pu observer une tendance a la sous-expression de ces ARNm au sein des myotubes
BPCO, tendance présente indépendamment de la SEI (Effet groupe : p = 0.065 ; Fig. 5b). Post-
SEl, I'expression des ARNm pour SPP1 était 3.1 fois plus importante dans les myotubes CSS

que dans ceux BPCO.
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Figure 5. Maturation capillaire musculaire et modulation de I’expression de SPP1 en réponse a une
stimulation électrique par impulsion (SEI) dans les myotubes. a) Quantification de la couverture
péricytaire a partir d’analyses immunohistochimiques des capillaires sanguins musculaires via le ratio
de l'aire positive au NG2 sur celle positive au CD31. b) Quantification par analyses gPCR du niveau
d’expression de SPP1 a partir de lysas de myotubes humains isolés a partir de biopsies musculaires CSS
ou BPCO et soumis ou non a 24h de SEl. Modele linéaire a effets mixtes. Les données sont présentées
en tant que moyenne * Erreur standard a la moyenne.

Discussion

Cette étude est la premiére a explorer les voies de signalisation pro-angiogéniques au sein de
cellules musculaires de patients BPCO a I'état de base mais également en réponse a un
stimulus mimant |'exercice en endurance. A I'aide de cette approche nous avons pu montrer
que la capacité de régulation transcriptionnelle des niveaux de PGC1-a était altérée chez les
patients BPCO. Sur un nombre limité de patients dont I'angiogeneése était altérée, la sécrétion

de VEGF-A par les myotubes restait toutefois normale.

Nous avons intégré dans cette étude des patients BPCO et des CSS correctement appariés sur

I’age et le sexe (Tableau 1). Cela nous a permis de nous affranchir des effets de genre et d’age
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qui sont connus pour avoir un effet sur la régulation de I'angiogenése musculaire (28,29). Les
patients BPCO, recrutés dans le cadre de deux précédentes études (7,21) présentaient bien
un émoussement de la réponse angiogénique au niveau immunohistologique (Fig. 2). La
capacité de réponse des cellules musculaires a I'exercice a été explorée a partir de cellules
souches différenciées in vitro en myotubes. Cette méthode a été préalablement validée chez
le patient BPCO, permettant d’obtenir des cellules musculaires conservant in vitro les
caractéristiques pathologiques que I'on retrouve dans la cellule musculaire in vivo (18,19,26).
Cette méthode a permis la mise en évidence d’anomalies de signalisation musculaire
spécifique de la dysfonction musculaire de la maladie (18,19,26), et apparait donc adaptée a
la mise en évidence des mécanismes pro-angiogéniques aigus de réponse a un stimulus,
indépendamment de son environnement cellulaire. De plus, les mécanismes étant
dynamiques, la réponse cellulaire peut étre transitoire (30) et donc difficile a mettre en
évidence in vivo par le biais d’'une seule biopsie musculaire. La réponse a |'exercice en
endurance a été explorée via une stimulation électrique par impulsion (SEl) répétée pendant
24h. Cette SEl a été précédemment validée comme représentative d’un exercice en endurance

(20), modalité d’exercice privilégiée chez les patients BPCO (22).

Au sein des myotubes BPCO non-exposés a un stress tel que la SEl, nous n’avons pas trouvé
d’anomalies transcriptionnelles sur les marqueurs PGC1l-a, ERR-a ou VEGF-A (Fig. 2). De
méme, dans les cultures de myotubes sans stimulation, nous n’avons pas pu mettre en
évidence de différences significatives de sécrétion de la protéine VEGF-A entre les conditions
BPCO et CSS. Au niveau musculaire, une altération des niveaux de VEGF-A a I'état de base
n’'est pas systématique chez les patients BPCO, I'expression du VEGF-A ayant été trouvée
réduite dans certaines études mais préservée dans d’autres (7,31,32). Chez les sujets inclus
dans I’étude, nous avons pu voir que les sujets BPCO ne présentaient pas de réduction du ratio
capillaire/fibre a I’état de base (Fig. 2), comme déja observé chez les patients les moins séveres
(2,5). Ainsi, I'absence de différence de niveaux basaux d’expression et de sécrétion des
marqueurs pro-angiogéniques musculaires pourrait s’expliquer par une régulation du réseau

capillaire a I'état de base préservée chez les patients BPCO considérés dans I'étude.

La réponse angiogénique a I'entrainement, évaluée par le ratio capillaire/fibre, a été effective

chez les sujets sains et témoigne de la pertinence de notre modéle de réentrainement a
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I'effort dans l'induction de lI'angiogenése musculaire. Cette réponse angiogénique a été
appréciée sur le long terme (5 semaines) et dépend de réponses répétées des cellules
musculaires qui liberent des stimuli pro-angiogéniques lors de I'exercice aigu (30,33). Ainsi,
I’étude de la réponse de myotubes a la SEl in vitro apparait adaptée a la problématique. De
plus, la SEI permet de s’affranchir des facteurs confondants in vivo que sont I'augmentation
du flux sanguin et I’hypoxie locale, en particulier pour le PGC1-a (13,34). Chez les CSS, nous
avons trouvé une augmentation de I'expression de PGC1-a en réponse a la SEI (Fig. 2). Cette
réponse a été retrouvée de maniere constante dans différentes études utilisant des cultures
primaires de myotubes humains (35-37). Ce résultat confirme ainsi la pertinence et la

faisabilité de notre modele de culture et de stimulation in vitro.

Etant donné que la voie de régulation PGC1-a musculaire constitue un médiateur de premier
plan de I'effet pro-angiogénique de I'exercice (10,11,14), 'activation de cette voie pourrait
étre impliquée dans I'angiogenése observée chez ces CSS. Toutefois, malgré I'augmentation
du PGC1-a chez les CSS en réponse a la SEI, cette derniere n’a pas induit d’augmentation de
sécrétion de VEGF-A par les myotubes chez ces sujets (Fig. 4). Nous n’avons pas non plus
observé de variations transcriptionnelles des voies ERR-a et VEGF-A sous I'effet de la SEI (Fig.
3), alors que ces variations sont normalement observées dans des myotubes issus de sujet
sains apres 24h de SEI (37). Ce résultat pourrait étre expliqué par une différence d’age entre
les sujets sains de notre étude et ceux de Lambernd et al. (64 = 7 ans vs. 31 £ 12 ans en
moyenne) (37). En effet, il a été montré que I'expression du VEGF-A en réponse a un exercice
aigu était réduite chez des sujets agés comparé a des sujets jeunes (38). Chez ces sujets agés,
la SEI pourrait avoir été insuffisante pour induire I'expression du VEGF-A dans les myotubes
des CSS. La production conjointe de VEGF-A et de PGC1-a dans des myotubes étant également
induite par d’autres stimuli mimant le stress musculaire a I'exercice (stimulation B-
adrénergique, hypoxie et/ou a stress métabolique (10,11,13,14)), il est probable que seul le
couplage de la SEl a d’autres stimuli in vitro puisse induire une élévation de la sécrétion du

VEGF-A chez ces sujets plus agés.

Au vu de la réponse observée chez les CSS, il apparait que la BPCO altére la réponse du PGC1-
o ala SEl dans les myotubes en culture. Notre observation compléete ainsi les différents travaux

montrant les défauts des mécanismes musculaires chez les patients BPCO in vitro (17,18,19).
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De plus, cette observation rejoint les défauts d’expression de PGC1-a retrouvés in vivo chez
les patients BPCO (16). L'augmentation du PGC1-a est impliqguée dans I'adaptation de la
biogenése mitochondriale, de la répartition typologique des fibres musculaires et de
I'angiogeneése a un stimulus (11,14,39), notre résultat présente donc un intérét dans la
compréhension de la dysfonction musculaire du patient BPCO. De plus, nous avons recherché
les conséquences sur la stimulation de I'angiogenése par le muscle de ce défaut de PGC1-a.
Malheureusement, la stimulation de cette voie par la SEl n"ayant pas été effective chez les
CSS, les analyses des ARNm ERR-a et VEGF-A, et de la sécrétion de VEGF-A ne nous permettent
donc pas de conclure sur la présence d’anomalies chez les patients BPCO. Le test de modalités
de stimulation des cellules complémentaires est donc I'étape suivante dans I'exploration de

cette voie.

D’autre part, il a été montré que le PGC1-a musculaire est a I'origine de la régulation de
I’expression de SPP1 dans la cellule musculaire. SPP1 est impliqué dans le recrutement des
péricytes, indispensables a I'acquisition de vaisseaux matures, viables et fonctionnels, et son
inhibition meéne a I'acquisition de vaisseaux immatures au terme de I'angiogenése (10). De
maniére cohérente, nous avons observé une sous-expression des ARNm codant pour SPP1
dans les myotubes des sujets BPCO. Cette sous expression n’était pas affectée par la SEl et
était associée a une réduction de la couverture péricytaire chez ces patients (Fig. 5). Ainsi,
I’émoussement de la réponse angiogénique musculaire chez les patients BPCO pourrait étre
liée a une vulnérabilité des capillaires immatures et non couverts par des péricytes, et
consécutive d’une sous-expression conjointe de PGC1-a et SPP1 dans les cellules musculaires
des patients. Cette hypothése nécessite toutefois d’étre explorée spécifiqguement. De plus, les
observations in vitro devraient étre complétées par des analyses cliniques in vivo, notamment
par des mesures de la sécrétion de SSP1 dans le milieu musculaire interstitiel au cours d’un

exercice aigu (40).

Limites de I'étude

Concernant cette étude, un certain nombre de limites peuvent étre évoquées. Premierement,
il est nécessaire de mettre en perspective nos résultats vis-a-vis du nombre réduit de sujets

inclus dans I'étude. Cette limite est inhérente au design de I'étude qui implique des
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interventions invasives (biopsies musculaires) et I'isolement de myoblastes, un processus long
et difficile a mettre en place sur un grand nombre de sujets. Une seconde limite est I'absence
de confirmation des variations musculaires des niveaux d’expression des acteurs considérés
(PGC1-a ...) in vivo, pré- et post-exercice aigu, la prise de biopsies musculaires dans ces
conditions étant discutable d’un point de vue éthique. Enfin, nous n’avons pas intégré dans
cette étude I'analyse de I'effet de la SEI sur des myotubes issus de biopsies musculaires

prélevées a la suite du REE, analyse qui sera effectuée dans le cadre de prochains travaux.

Conclusion

Nous avons pu dans cette étude explorer la contribution de la signalisation pro-angiogénique
intramyocytaire chez des patients BPCO présentant une altération de [’angiogenése
musculaire induite par le REE. Bien que la régulation cellulaire du PGC1-a soit altérée chez les
patients BPCO, nous n’avons pas pu conclure sur I'effet de cette altération sur la voie pro-
angiogénique sous-jacente, du fait d’absence de stimulation de cette voie par la SEl chez les
CSS. Cependant, la voie alternative impliquant SPP1 et régulant la maturation capillaire durant
I’angiogenese pourrait étre altérée dans la BPCO. Cette nouvelle piste mécanistique ouvre la
voie a I'étude du réle de la cellule musculaire dans le défaut de maturation capillaire au cours

de I'angiogeneése musculaire des patients BPCO.
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Présentation de I’étude n°4

Au terme du chapitre 4 de la partie 1, il apparait que I'altération de la vasoréactivité artérielle
(VRA) est une atteinte vasculaire spécifique de la BPCO. Pourtant les facteurs impliqués dans
son adaptation au réentrainement a I’effort (REE) restent inconnus chez les patients. Sur un plan
cellulaire, différents déterminants et facteurs de réponse a l'entrainement peuvent étre
évoqués (inflammation, voie de la eNOS, ECFC ...). Ainsi, I'objectif de I’étude sera d’évaluer le
role de facteurs cliniques, fonctionnels et cellulaires dans la réponse de VRA au REE en
comparant les valeurs a I'état de base ainsi que les réponses au REE de ces facteurs entre les
patients BPCO répondeurs et non-répondeurs. La mise en place de cette étude et I'inclusion des
premiers patients ont été effectuées dans le cadre de cette these. Cependant, la pandémie de
Covid-19 et les mesures de confinement ont impacté fortement le déroulement de I'étude
(sortie d’étude, arrét des inclusions, ...). Les données recueillies sont donc trop préliminaires
pour faire I'objet d’un rapport. Toutefois, comme les travaux liés a cette étude ont monopolisé
une part importante de la these, nous présentons donc cette étude sous la forme d’un protocole
intégrant les problématiques scientifiques, organisationnelles et méthodologiques, selon les
standards internationaux en vigueur pour la publication de ce type d’étude. De plus, ce
protocole permet de présenter des éléments de faisabilité de cette étude (recrutement,
parcours patient, standardisation de I'intervention). En particulier, sur le plan cellulaire, nous
présentons des données de faisabilité originales en rapport avec I'utilisation de cellules souches
progénitrices endothéliales (cellules endotheliales formant des colonies ou ECFCs) a partir de
prélevements de sang veineux périphérique (fiche technique n°14), pour I'étude des

mécanismes cellulaires impliqués dans I'altération de la VRA et sa réponse au REE.

206



Etude 4

Introduction

La broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO) est la 3°™¢cause de mortalité
mondiale. Bien qu’a point de départ pulmonaire, cette pathologie est caractérisée par un
risque accru de comorbidités extra-pulmonaires, notamment cardiovasculaires (1). Ces
répercussions cardiovasculaires aggravent fortement la sévérité de la maladie et sont
responsables d’une proportion importante (~¥25%) du total des déces de patients BPCO (2). La
prise en charge de ces comorbidités passe par un dépistage précoce d’altérations
cardiovasculaires pré-cliniques, plus aisément réversibles que les pathologies
cardiovasculaires cliniquement identifiées (3). Parmi ces atteintes pré-cliniques, la dysfonction
de vasoréactivité artérielle (VRA) est apparue comme particulierement intéressante. Cet
intérét est notamment lié au fait que la VRA peut étre évaluée de maniére non invasive et

présente un fort pouvoir prédictif d’événements cardiovasculaires futurs (4).

Physiologiquement, le réentrainement a I'effort (REE) a montré un effet bénéfique sur la VRA.
(5) avec des gains maximaux aprés 4 semaines de REE (6). A l'inverse, apres 8 semaines de
réentrainement, les changements de VRA n’apparaissent plus significatifs par rapport a la VRA
initiale, en raison de I'apparition d’autres adaptations structurelles et biomécaniques de la
paroi vasculaire (6). Des gains de VRA de faibles magnitudes (1%) ont été associés a des
réductions conséquentes du risque cardiovasculaire (~¥17%) (5), faisant du REE une stratégie
thérapeutiqgue non-médicamenteuse efficace dans Ila prévention des atteintes
cardiovasculaires. Chez les patients BPCO, une dysfonction de VRA est présente et pourrait
ainsi constituer une cible de prévention des atteintes cardiovasculaires (7). En particulier, le
REE fait partie intégrante du parcours de soins des patients BPCO, intégré dans un programme
multidisciplinaire appelé réhabilitation respiratoire (8). En effet, son efficacité sur les
différents outcomes cliniques et sur la tolérance a I'effort est établie par de nombreuses
études (8). Toutefois, I'effet de la réhabilitation respiratoire sur la prévention cardiovasculaire
des patients BPCO n’a jamais été étudié. De plus, les études portant sur I’évaluation du REE
sur la fonction vasculaire dans la BPCO n’ont pas montré d’effets de ce dernier sur la VRA (9—

11). Cependant, cette absence d’effets a été constatée toujours aprés 8 et non 4 semaines de
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REE, sans groupe de sujets sains contrdles ou constatant également une absence d’effets dans
ce dernier (10). L’hypothése d’une évaluation trop tardive pourrait ainsi étre avancée.
Toutefois, la these d’un réel défaut d’adaptation au REE de la VRA n’est pas écartée pour
autant, les caractéristiques physiopathologiques de la BPCO pouvant également
compromettre la VRA et ses adaptations. Une augmentation de la quantité de cytokines
inflammatoires circulantes a été démontrée dans le cadre de la BPCO (12). Or, ces mémes
cytokines ont été impliquées dans des altérations de la VRA sur des anneaux d’artéres de rats
ex vivo, en perturbant, entre autres, la voie de synthése du monoxyde d’azote (NO) (13-16).
D’autre part, le réle important de cellules souches progénitrices endothéliales circulantes, en
particulier des cellules endothéliales formant des colonies (ECFC) dans I'adaptation de la VRA
en réponse a un REE a été démontré (17). Or, chez les patients BPCO, ces ECFC sont
dysfonctionnelles et sénescentes (18). Enfin, certains petits ARNs non-codant et simple brin,
nommeés micro-ARNs (miARNs), sont sensibles au flux sanguin et jouent un role dans la
régulation de la VRA, notamment de la production de NO en réponse a un stimulus mécanique
(e.g. augmentation des forces de cisaillement) (19) et pourrait médier une partie des relations

BPCO/dysfonction de VRA.

Ainsi, nous faisons I’hypothése que la réponse de la VRA au REE est hétérogene chez les
patients BPCO et soumise a de nombreux facteurs de régulation. Dans le cadre d’un REE de 4
semaines, notre objectif sera de comparer différents facteurs cliniques, fonctionnels et
cellulaires potentiellement impliqués dans la fonction endothéliale, entre des patients BPCO
ayant présenté une réponse préservée de la VRA au REE (AVRA < médiane de la population
incluse dans I'étude) et ceux dont la réponse VRA a été altérée (AVRA > médiane de la

population incluse dans I'étude).

Matériels et méthodes

Population de I'étude

La population de I'étude sera constituée de patients BPCO répondant aux critéeres d’inclusion
suivants : i/un age compris entre 35 et 85 ans; ii/un diagnostic confirmé par spirométrie

(rapport VEMS/CV < 0.7) ; iii/une indication de réhabilitation respiratoire. Un consentement
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libre et éclairé écrit sera recueilli pour chaque patient et toutes les procédures proposées aux
patients seront en accord avec les principes éthiques de la déclaration d’Helsinki applicables
a la recherche médicale impliquant des étres humains ainsi qu’avec les recommandations
européennes de bonnes pratiques cliniques. Cette étude a par ailleurs déja recu un avis positif
du comité de protection des personnes (CPP) Sud Méditerranée IV (2018-A02886-49). Les
principaux critéres d’exclusion pour cette étude seront: i/ la présence de comorbidités
instables ii/ un sujet en période d’exclusion vis-a-vis d’un autre protocole iii/ un majeur
protégé par la loi iv/ un sujet participant a un autre protocole de recherche v/ un sujet non-
affilié a un régime de sécurité sociale vi/ une femme enceinte ou allaitante vii/ un sujet privé

de liberté par décision de justice.
Evaluation des patients

Pour chaque centre, les patients éligibles seront identifiés lors de consultations aupres de leur
pneumologue ou lors de screening des bases de données des centres de réhabilitation
respiratoire. Les patients éligibles seront contactés par téléphone et, en cas d’accord au terme
d’une information orale synthétique, se verront envoyer par courrier la lettre d’information
relative a I’étude. Pour chaque patient ayant accepté I'étude lors de ce premier contact, les
rendez-vous pour les différents examens médicaux relatifs a I'étude seront réservés et le
patient recevra par courrier une convocation officielle aux différents examens. Les examens

comprendront 3 visites pré-REE et 3 visites post-REE (Figure 1).

La premiére visite sera dédiée a I'information du patient et a la signature du consentement,
aupres d’investigateurs désignés sur chaque centre. Ces derniers profiteront de cette visite
pour vérifier les criteres d’inclusion du patient, en réalisant notamment une spirométrie pour
confirmer le diagnostic BPCO. Lors de cette premiére visite comme lors de la quatrieme visite,
un prélevement de 86mL de sang veineux périphérique sera effectué puis, apres un temps de
repos de 30 minutes, une épreuve d’effort maximale incrémentale sera réalisée comme décrit
précédemment (8), sur cycloergometre en respectant une incrémentation de la charge
progressive et une durée de 8 a 12 minutes. Seront relevés entre autres les parametres de
tension artérielle au repos et a I'effort, la consommation d’oxygene, la saturation en oxygene,

les éventuels évenements cardiaques remarquables ainsi que la dyspnée.
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Scre_ening Screening et recrutement
initial multicentrique

Criteres d’inclusion

-Age: 35085 ans

- Diagnostic de BPCO
(criteres GOLD)
-Indication de
réhabilitation respiratoire

EVC]lU:]ﬂOﬂS V1: Inclusion, EFX &
pre—REE prélevement de sang
V2: Evaluations vasculaires
Réentrainement a V3: TDMé
I'effort (REE)

-4 semaines

-3 séances/semaines
d'entrainement aérobie.
- 2 séances/semaines
d'enfrainement en
résistance

Y V4: EFX & prélévement

Evaluations de sang
pOst-REE  V5: Evaluations vasculaires
Vé: TDMé6

Figure 1. Design de I'étude. Répartition des visites (V1 a V6), critéres d’inclusion et modalités de
I'intervention. REE : Réentrainement a I'effort. EFX : Epreuve d’effort maximale incrémentale. TDM6 :
Test de marche de 6 minutes.

La seconde et la cinquiéme visite seront réalisées par un médecin vasculaire et comporteront
une évaluation des pressions artérielles brachiales et a I'orteil (appareil SysToe ; Atys Médical)
et une mesure de la vélocité d’onde de pouls (appareil Complior; Alam Medical). Sera
également évaluée la VRA par mesure de I'indice d’hyperémie réactive (RHI) digital, mesuré a
I'aide de I'appareil EndoPAT2000 (Iltamar Medical). Enfin, seulement durant la deuxiéme
visite, des modifications structurales et/ou des flux artériels seront recherchées par
échographie/Doppler pour les artéres : lliaque commune, lliaque externe, Fémorale
Commune, Fémorale Superficielle (tiers supérieur), Fémorale Superficielle (tiers inférieur),
Poplitée retro-articulaire, Tibiale Postérieure, Tibiale Antérieur-pédieuse, Fibulaire, Carotide
commune, Carotide interne et Carotide externe. Seront également relevés |'épaisseur intima-
média et le diametre de 'aorte abdominale. Toutes les évaluations vasculaires seront réalisées

chez des patients en position semi-allongée, au repos depuis au moins 30 minutes, a jeun et
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n’ayant pas fumé depuis au moins 2 heures. Enfin, une attention sera portée a réaliser les
évaluations pré- et post-REE d’un méme patient aux mémes heures de la journée et dans des

conditions de médication similaires.

Enfin, les visites 3 et 6 seront dédiées a |'’évaluation de la distance au test de marche de 6
minutes, réalisée par un enseignant en activités physiques adaptées, dans un couloir de 30
meétres sans encouragements, en suivant les recommandations (20). Notamment, deux tests

seront réalisés pour chaque visite pour limiter au maximum |’effet d’apprentissage.

Les évaluations 1,2 et 3 seront réalisées dans la semaine précédant I'entrée en réhabilitation
respiratoire et les visites 4, 5 et 6 dans la semaine suivant les 4 semaines de réhabilitation, a

distance d’au moins 48 heures de la derniére séance de REE.
Réentrainement a |'effort (REE)

Dans la semaine suivant les 3 premiéres visites d’évaluation, les patients BPCO intégreront un
centre de réhabilitation respiratoire comprenant, entre autres, un programme de REE de 4
semaines. Pour les besoins de I'étude, ce programme a été harmonisé entre les centres. Le
programme de REE comportera 3 séances par semaines d’entrainement en endurance sur
cycloergometre. Ces séances dureront 50 minutes et se baseront, a la suite d’un
échauffement, sur la réalisation de 3 blocs d’exercices de 10 minutes ciblant I'intensité du
premier seuil ventilatoire, entrecoupés de phases moins intenses de 5 minutes ciblant une
intensité de 30% de la puissance maximale aérobie. Les séances seront supervisées par un
enseignant en activités physiques adaptées controlant le respect de I'intensité d’effort et le
bon déroulement de la séance. La charge sera augmentée de maniere hebdomadaire, de
maniére a respecter l'intensité d’effort au regard des progrés accomplis. Deux séances par
semaine d’entrainement en résistance viendront compléter ce programme. Ces séances
cibleront le travail de 8 a 10 groupes musculaires, et comprendront des séries de 8 répétitions
sur 2 séries en début de programme, a 30% de la 1-RM prédite, a I'aide de la méthode de
Brzyscki (21) (réalisation de 5 a 10 répétitions avec une charge optimale pour le patient puis
calcul a I'aide d’équations). L’objectif sera d’augmenter progressivement la charge de travail
pour atteindre 12 a 14 répétitions par série a une intensité de 60-70% de la 1-RM lors des

dernieres séances.

211



Etude 4

Le REE étant inclus dans un programme de réhabilitation respiratoire, des interventions
hebdomadaires d’éducation thérapeutique, de kinésithérapie respiratoire, de soutien

psychologique et de sevrage tabagique (si requis) viendront compléter le programme.

Traitement des échantillons sanguins

Un prélevement de 86 mL de sang veineux périphérique sera réalisé pour chaque patient
inclus, avant et aprés les 4 semaines de REE, lors des visites 1 et 4. Le prélévement sera collecté
dans plusieurs tubes de diverses catégories : des tubes secs (bouchon rouge), héparinés
(bouchon vert) ou EDTA (bouchon violet), puis traité de maniére spécifique en fonction des
analyses prévues (Figure 2). Les tubes héparinés et EDTA seront traités dans les 30 minutes
suivant le prélévement (2 heures pour ceux destinés a I'isolement des ECFC) alors que les
tubes secs seront traités dans I’heure suivant le prélévement, apreés le respect des 30 minutes
de coagulation. Dans I'attente des analyses, tous les échantillons sanguins seront stockés a -
80°C et conservés pour une durée de 20 ans maximum, dans le cadre d’une collection de tissus

biologiques déclarée (n°DC-2008-594).

50 mL 30 mL 6mL
Isolement Centrifugation 1500g | 10min | 4°C
des ECFC i

Test de I'effet du sérum
ex-vivo & in vitro

Dosage des Centrifugation
cytokines inflammatoires 12000g | 15min | 4°C
Analyse de

I'expression de ARNm

Figure 2. Répartition et traitements des échantillons sanguins.
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Isolement et culture des ECFC

L'isolement des ECFC sera effectué a partir de 40mL de sang veineux périphérique total,
collecté dans des tubes héparinés, dans les 2 heures suivant le prélevement. Les cellules
mononuclées du sang seront isolées a I'aide d’un gradient de Pancoll puis mises en culture a
une densité de 5 x 10° cellules /cm? dans des plaques 6 puits coatées fibronectine, dans du
milieu complet EGM2-MV 10%SVF (C-3202; Lonza). Les cellules seront cultivées jusqu’a
I"apparition de colonies d’ECFC typiques de plus de 50 cellules, dans du milieu EGM2-MV
10%SVF changé tous les 2 jours. Les cellules seront ensuite récupérées, cultivées et utilisées
pour des essais de tubulogenése en Matrigel et de prolifération. L’essai en Matrigel sera
conduit dans des plaques 96 puits comprenant 50uL de Matrigel a une concentration de
10mg/mL et 7x10* cellules par cm?. La formation de tubes sera évaluée en microscopie en
contraste de phases aprés 4h, 6h et 24h de culture. La prolifération sera évaluée par
I'intermédiaire du temps de doublement cellulaire, évalué par comptage des cellules sur un
intervalle de 72h. Les ARNm et les protéines seront également purifiés a l'aide du kit
NucleoSpin RNA/Protein (740933, Machery-Nagel), en suivant les recommandations du

fabricant.

Culture et traitement des cellules endothéliales aortiques

Les cellules humaines aortiques issues de sujets sains seront achetées dans le commerce (C-
12271 ; PromoCell) et cultivées en suivant les recommandations du fournisseur. Apres culture
dans du milieu complet EGM2-MV (C-3202 ; Lonza), 5% SVF, jusqu’a 80% de confluence, les
cellules seront exposées a 20% de sérum humain BPCO pour 24h, comme décrit
précédemment (14). Apres 24h de culture, les protéines et ARNm des cellules seront purifiées
a l'aide du kit NucleoSpin RNA/Protein (740933, Machery-Nagel), en suivant les

recommandations du fabricant.

Analyse de |'expression de la eNOS

La quantité relative de protéines totales isolées a partir des cellules endothéliales aortiques
et des ECFC sera dosée aprés séparation par SDS-PAGE et coloration a l'aide de bleu de

Coomassie. Un immunoblotting pour les protéines eNOS (BD biosciences, #61029 ; 1:1000) et
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phospho-eNOS Serine 1177 (BD biosciences, #612392 ; 1:1000) sera ensuite réalisé apres
séparation des protéines par SDS-PAGE et transfert sur des membranes PVDF, en prenant soin
de déposer une quantité équivalente de protéines dans chaque puits. L'expression des

protéines cibles sera rapportée a I'expression d’une protéine controle.

Analyse de |'expression des miARNs

Apres collection du sang total dans un tube EDTA, 2 centrifugations successives seront
réalisées (Figure 2). 0.75mL de solution dénaturante (TRlzol LS; Invitrogen) sera ajoutée pour
chaque 0.25mL de surnageant puis incubée durant 5 minutes. 0.2mL/mL de chloroforme sera
ajouté puis incubé 3 minutes avant une centrifugation de 15min, a 12 000g a 4°C. La phase
aqueuse contenant les ARN sera récupérée puis mélangée a 0.42 mL d’isopropanol/mL de
solution mere. Aprés une incubation de 10 minutes, une centrifugation de 10 min, a 12 000g
et 4°C sera réalisée et le surnageant jeté. Le culot sera de nouveau resuspendu dans 1mL
d’éthanol 75%, mélangé puis centrifugé a nouveau 5 minutes a 7500g a 4°C. Le surnageant
sera éliminé et le culot dilué dans de I'’eau. Enfin, la quantité d’ARNtotauxSera dosé a I'aide d’un
appareil NanoDrop (Ozyme). La solution d’ARN ainsi obtenue sera traitée au sein de la
plateforme Montpellier Genomix (Biocampus Montpellier) ol un séquencage des miARNs sera
réalisé. Ce dernier permettra d’établir un catalogue des miARNSs circulants et de leur variation
(en fold-change) en réponse au REE pour chaque groupe (22). Les miARNs présentant des
variations importantes sous I'effet de I'entrainement ou entre les groupes seront ensuite

analysés par qPCR.

Evaluation de la vasoréactivité ex-vivo

Les analyses de vasoréactivité ex-vivo seront conduites sur des segments d’aorte thoracique
de rat Wistar males de 22 a 25 semaines et anesthésiés a l'aide d’une injection
intrapéritonéale de pentobarbital (60mg/kg). Toutes les expériences sur I'animal se feront en
accord avec les recommandations concernant ['utilisation et I'éthique relative aux
expérimentations animales (NIH, N°.85-23, révisé 1996) et les directives Européennes
(2010/63/EU)), le tout apres approbation par le comité d'éthique en expérimentation animale

de Montpellier-Occitanie. Une fois prélevés, les segments artériels seront plongés dans une
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solution physiologique saline (140 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM MgCl2, 0.5 mM KH2PO4, 0.5
mM Na2HPO4, 2.5 mM CaCl2, 10 mM HEPES and 10 mM glucose, pH : 7.4) puis les parties
graisseuses seront retirées délicatement. Les segments artériels seront recoupés en anneaux
de 2 a 3 mm d’épaisseur puis transférés dans un puits (1 anneau par puits de plaque de culture
24 puits) rempli a I'aide de milieu de culture RPMI 1640 supplémenté a 10% avec du sérum de
patients BPCO, avant et aprés REE. Aprés 6 heures d’incubation, les anneaux seront montés
sur un systeme de crochet en acier et plongés dans une cuve a organe rempli avec 5mL de
solution physiologique saline. Une température de 37°C ainsi qu’une constante oxygénation
(95% 0, /5% CO,) de la solution seront maintenues. Les variations de tensions isométriques
développées par I'anneau artériel seront évaluées a 'aide d’un transducteur de force et d’un
systeme 10X (EMKA Technologies). A la suite du montage, un temps d’équilibrage de 60 min
sera respecté avant le début de chaque expérience. La contraction des segments artériels sera
évaluée a I'aide d’une échelle de concentration de phénylephrine et de chlorure de potassium

alors que la capacité de relaxation sera appréciée grace a I'ajout progressif d’acétylcholine.

Analyse des données

Une fois le recrutement, I’évaluation et le REE de tous les patients effectués, les données des
patients BPCO seront réparties en deux groupes, avec comme facteur clivant la médiane de
réponse de RHI au REE (Figure 3). Les caractéristiques a I'état de base entre ces deux groupes
de patients seront comparées a l'aide de tests T de Student ou U de Mann-Whitney en
fonction de ’lhomoscédasticité et de la normalité des distributions. Les variables catégorielles
seront comparées a l'aide de tests Chi% Les différences de variation pré/post REE des
différents parametres recueillis entre les 2 groupes de patients seront comparées a l'aide de
modeéles linéaires a effets mixtes (23) comprenant comme effets fixes un effet REE, un effet
Groupe et l'interaction de ces 2 facteurs et comme effet aléatoire I'effet Individu. Dans I'idée
de comprendre les déterminants de la réponse de RHI au REE chez des patients BPCO, cette
réponse sera analysée a l'aide d’une analyse corrélationnelle multivariée comprenant

I’'ensemble des facteurs identifiés comme potentiellement influents sur cette réponse.
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Figure 3. Nature et plan d’analyse des données recueillies. RHI : Indice d’hyperémie réactive. REE :
Réentrainement a I'effort. HAOEC : Cellules endothéliales aortiques humaines. TDM6 : Test de marche
de 6 minutes. IPSO : Indice de pression systolique a I'orteil. ECFC : Cellules endothéliales formant des
colonies. *Variables évaluées uniquement en pré-REE.

Considérations méthodologiques

Design de I'étude

Cette étude clinique a été congue pour évaluer les déterminants de la réponse de la VRA au
REE chez des patients BPCO. Ainsi, nous avons fait le choix de ne pas intégrer de groupe de
sujets sains contréles réentrainés. Ce choix a été fait dans I'idée d’accroitre la faisabilité de
I’étude tout en ne limitant pas son objectif principal. En effet, si le REE fait partie du parcours
de soins des patients BPCO, il requiére une organisation importante pour étre réalisé chez des
sujets sains. Un groupe de sujets sains, réentrainé ou non, pourra étre ajouté pour répondre

a des questions spécifiques lors d’études ancillaires. Les déterminants de la réponse de VRA
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au REE étant multiples et tous d’implication inconnue chez les patients BPCO, nous avons fait
le choix d’une étude exploratoire a large spectre qui pourra servir de support a de futures

études adressant des contributions de facteurs spécifiques d’une maniére plus poussée.

Concernant la constitution des groupes, I'absence de seuil cliniquement significatif connu de
changement de RHI ne permet pas de constituer des groupes définis a priori sur la base d’un
seuil de réponse validé. Nous avons donc choisi une stratégie de constitution de groupe a
posteriori, sur la base de la médiane de réponse de RHI au REE. Cette stratégie est une
approche méthodologique valide dans un contexte d’association entre VRA et ses
déterminants ou conséquences (24-26). Elle présente comme avantage I'obtention de deux
groupes d’effectifs égaux et permet de réduire le nombre de sujets a inclure dans notre cas,
ou la proportion de patients BPCO non-répondeurs au REE sur le plan de la VRA est trés peu

documentée.

Nous avons choisi dans cette étude d’évaluer les sujets aprés 4 semaines de REE, car il a été
montré que cette modalité permettait de détecter les effets les plus importants de
changement de VRA. En effet, un REE plus long est connu pour engendrer des bénéfices
vasculaires biomécaniques et structurels atténuant les contraintes vasculaires lors de la
reperfusion induite durant la mesure du RHI. Le temps de 4 semaines n’étant que le délai de
réponse moyen chez le sujet sain, nous avons également intégré la mesure d’un indicateur
d’adaptation biomécanique vasculaire : la rigidité artérielle, mesurable via la vélocité d’onde
de pouls (VOP), pour contréler les cinétiques individuelles d’adaptation vasculaire. Cela
permettra d’orienter nos conclusions, en cas d’effet limité du REE sur la VRA, vers une

évaluation trop tardive ou vers une altération réelle de I'adaptation de la VRA.

Concernant le nombre de sujets a inclure dans cette étude, nous avons défini un nombre de
sujets a priori afin d’identifier une différence significative (p<0.05) de RHI baseline entre nos
deux groupes, avec une puissance de 80% et une hypothése bilatérale. Nous avons fait
I’hypothese d’une taille d’effet de différence entre nos deux groupes répondeurs et non-
répondeurs proche de celle que I'on retrouve entre un groupe de sujets sains (en moyenne
répondeur) et un groupe de patients BPCO (en moyenne non-répondeur). Une précédente

étude présente cette taille d’effet avec une valeur de d de Cohen = 0.84 (27). Considérant
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cette taille d’effet, un effectif de 19 sujets par groupe, soit 38 sujets au total est requis.

Considérant les perdus de vue, nous avons choisi d’inclure 50 sujets au total.

Evaluation de la VRA

L’évaluation du RHI constitue le critere de jugement principal de notre étude. Plusieurs
méthodologies de mesure de la VRA existent, présentant chacune avantages et inconvénients.
Notre choix s’est porté sur I’évaluation de la VRA via la mesure du RHI a I'aide de I'appareil
EndoPAT2000 (28). Cette méthode valide présente le grand avantage d’étre trés peu-
opérateur dépendant et facile a réaliser, a I'inverse de la mesure de vasodilatation médiée par
le flux (FMD) par échographie/Doppler. Dans le cadre d’une étude multicentrique a mesures
répétées, la comparabilité entre les centres est un élément déterminant et une méthode
supportant une réalisation par des opérateurs différents est nécessaire. Notre étude
s’attachera a un respect strict de la méthodologie de mesure du RHI utilisée dans I'étude «
Framingham Heart Study » (4, 29) qui montre I'association entre le RHI et I’évolution du risque
cardiovasculaire et s’assurera de conditions similaires d’évaluations avant et aprés REE

(température, prise médicamenteuse, heure de la journée, etc.).

Le RHI a été montré lors de précédentes études comme une mesure dépendante de
I’endothélium (30) et n"apparaissait pas impacté par une contre-mesure a la nitroglycérine
(31). De plus, la mesure de RHI présente également I'avantage d’inclure une mesure controle
du bras-controlatéral permettant de s’affranchir de I'effet de facteurs systémiques
indépendants de I'endothélium sur le tonus vasculaire (4, 29). La prise sublinguale de
nitroglycérine étant un élément restreignant la faisabilité de I’étude, nous n’avons donc pas
intégré cette contre-épreuve dans le protocole. Cependant, chez les patients ayant une
réponse de RHI au REE émoussée, un certain nombre de critéres secondaires pourront nous
aiguiller sur la contribution des altérations de I'’endothélium a I’'absence de réponse en termes
de RHI. Si les altérations de la voie de la eNOS apparaissent comme prédominantes, des
investigations plus poussées lors d’études ancillaires seront alors réalisées. Ces investigations
pourront intégrer des interventions pharmacologiques a base de nitroglycérine mais
également de N omega-Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride (L-NAME) pour isoler les

contributions de I'endothélium et de la voie de la eNOS.
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Evaluation de la contribution des ECFC

Dans le cadre de la BPCO, I’exploration des voies de signalisation intra-cellulaires endothéliales
systémiques et notamment la voie de la eNOS n’ont, a notre connaissance, jamais été
explorées. Le préléevement de cellules endothéliales artérielles sur des artéres humaines est
un acte trés invasif et difficile a mettre en place dans le cadre d’une étude exploratoire
multicentrique. Cependant, comme alternative, le prélevement d’un sous-type particulier de
progéniteurs endothéliaux circulants, les ECFC, permet d’obtenir in vitro des colonies de
cellules endothéliales matures reproduisant le phénotype physiologique ou pathologique des
cellules endothéliales artérielles systémiques. Cette « biopsie liquide » de cellules
endothéliales s’effectue a partir de cellules mononuclées obtenues sur un prélevement de
sang veineux périphérique, en suivant une procédure particuliere ayant fait I'objet de récentes

recommandations d’un comité d’experts (32).

Figure 4. Expériences préliminaires d’isolement d’ECFC. a) Colonie d’ECFC typique apparaissant
au sein de la culture de cellules mononuclées du sang. b) Marquage immunofluorescent du
CD31 d’ECFC en culture. c) d) Essai de tubulogenése en Matrigel 4 heures (c) et 24 heures (d)
apres l'initiation de I’expérience.
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En suivant cette procédure, nous avons réussi, lors d’expériences préliminaires, a isoler des
colonies typiques d’ECFC (Fig4. A) a partir de sang veineux périphérique de patient BPCO et
présentant le phénotype endothélial mature (marquage CD31 positif ; Figd. B) ainsi qu’une
fonction cellulaire endothéliale (formation de tubes lors d’essai de tubulogeneése ; Figd. C &
D). Cette technique nous permettra d’explorer l'implication d’éventuelles dysfonctions

cellulaires endothéliales dans le défaut de réponse de VRA au REE chez les patients BPCO.
Exploration de la contribution de la voie de la eNOS

L’altération de la voie de la eNOS a été associée a une altération du RHI dans différentes
conditions, mais aussi a des défauts de réponse a I’entrainement. Ainsi, la voie de la eNOS
constitue une hypothese mécanistique pour expliquer ’hétérogénéité de la réponse de la VRA
au REE dans la BPCO. Pour explorer les altérations possibles de la eNOS nous avons prévu de

combiner différentes approches expérimentales.

D’une part, notre approche sera basée sur un dosage de 'expression et de la phosphorylation
de la eNOS au sein des ECFC de patients BPCO répondeurs et non-répondeurs au REE. Les ECFC
présentent I'avantage d’étre représentatifs des altérations endothéliales et constituent une

voie peu invasive d’exploration de la fonction et des voies de signalisation de ces cellules (32).

D’autre part, nous exposerons des anneaux artériels aortiques de rats Wistar a du sérum de
patients BPCO répondeurs et non répondeurs au REE, afin de tester I'effet des facteurs
systémiques sur la vasoréactivité artérielle. Nous rechercherons un effet sur la tension
artérielle et sa réponse a des substances vasoactives. Lisolement des réponses NO-
dépendantes sera effectué par perfusion conjointe de L-NAME. Cette approche permet de
mettre en évidence I'effet du sérum de patients BPCO sur les composantes de la vasoréactivité
artérielle et la eNOS en particulier (33, 34). Ces sérums de patients BPCO répondeurs et non
répondeurs au REE seront aussi testés sur des cellules endothéliales aortiques humaines
saines. En effet, I'utilisation de sérums humains pathologiques permet d’induire in vitro des
altérations de la voie de la eNOS mimant le phénotype pathologique in vivo. Cette approche

permet d’autre part d’éviter un biais de sélection de cytokines dans le sérum des patients (14).
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Analyse des facteurs inflammatoires et des miARN circulants dans le défaut de réponse

a I'entrainement

De nombreux marqueurs inflammatoires ont été impliqués dans les dysfonctions de la cellule
endothéliale et I'analyse exhaustive de ces marqueurs n’est pas envisageable dans le cadre
d’une étude clinique telle que celle proposée ici. Ainsi, nous avons fait le choix de concentrer
les dosages sanguins de I'étude sur des cytokines inflammatoires ayant été directement
impliquées dans des altérations de voies cellulaires endothéliales indispensables a
I"hyperémie réactive et/ou associées a des altérations de la capacité de vasorelaxation
artérielle ex vivo ou in vivo. Parmi ces cytokines, le facteur de nécrose tumorale (TNF)-a induit
un effet délétére direct sur la VRA in vivo (13) tout comme une réduction de I'expression de
la eNOS in vitro (14). La protéine C réactive (CRP) induit une réduction de l'activité et
découplage au niveau de la eNOS in vivo (35). Enfin, d’autres cytokines comme les
interleukines (IL)-1pB et -6 ont été impliquées dans la régulation négative de I'expression de la
eNOS, en lien avec la VRA, et constituent donc également des cibles de choix (15, 16). Les
cytokines ci-dessus qui présenteront des expressions différentielles entre les groupes « high-
responder » et « low-responder » verront également leurs effets testés in vitro sur des cellules
endothéliales aortiques humaines en culture primaire. L'analyse des miARN se fera par une
méthode d’analyse transcriptomique sans a priori. Notre choix s’est porté sur cette méthode
car seulement un nombre réduit de miARNs ont été décrits en rapport avec la VRA, et jamais,
a notre connaissance, en réponse a I’entrainement a I’effort ou en rapport avec la BPCO. Ainsi,
cette approche est cohérente avec la nature exploratoire de notre étude, qui permettra
d’établir un catalogue de miARNs impliqués dans le défaut de réponse de la VRA chez des
patients BPCO. Sur la base de cette exploration, nous pourrons confirmer par gqPCR les
dysrégulations les plus importantes observées sur des miARNs jouant un role dans la fonction
vasculaire. Enfin, une fois la confirmation réalisée, des études fonctionnelles in vitro et in vivo
chez I'animal permettront une réelle compréhension du role des miARN dans le défaut
d’adaptation de la vasoréactivité artérielle au réentrainement a I'effort chez les patients

BPCO.
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Conclusion

Nous avons démontré dans cet article que notre étude clinique présente tous les éléments de
faisabilité et se base sur un rationnel scientifique clairement identifié. Le design de cette étude
exploratoire permettra de mettre en évidence des déterminants potentiels de la réponse de
la VRA au REE chez le patient BPCO. Ces résultats pourront servir de base pour de futures
études mécanistiques plus ciblées et, a terme, mener a de nouvelles stratégies thérapeutiques

tentant de rétablir la réponse de VRA au REE chez les patients BPCO.
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Nos travaux de these ont exploré les défauts d’adaptation vasculaire au réentrainement a
I'effort (REE) chez les patients BPCO. Deux études cliniques ont permis de mettre en évidence
un mécanisme pathologique inédit dans le cadre de la BPCO : une atteinte au niveau des
péricytes des capillaires sanguins musculaires. Cette atteinte est caractérisée par une
incapacité d’adaptation de la couverture péricytaire suite a un REE. Cette altération s’ajoute
aux autres défauts d’adaptation vasculaire au REE précédemment constatés chez le patient
BPCO. L'étude cellulaire quant a elle a permis de mettre en évidence une altération des
capacités de surexpression du PGCl-a en réponse a un stimulus mimant I'exercice en
endurance dans les myotubes provenant de patients BPCO. Bien que nous n’ayons pas été en
mesure de conclure sur une altération des voies musculaires classiques de stimulation de
I’'angiogenese musculaire (VEGF-A), nous avons pu mettre en évidence une possible altération
de la capacité d’orchestration de la maturation capillaire par le muscle (voie SPP1). Enfin, nous
avons établi le rationnel scientifique, la démarche expérimentale et organisationnelle d’une
nouvelle étude clinique dont les résultats permettront de mieux comprendre les défauts de

réponse de la vasoréactivité artérielle au REE chez les patients BPCO.

La réponse angiogénique musculaire dans la BPCO est indépendante de l'intensité et de la

durée du réentrainement a I’effort.

Les deux études cliniques dont les résultats sont présentés dans cette these (étude 1 et 2),
présentaient le méme design général: la comparaison de |"évolution de paramétres
fonctionnels et musculaires, mesurés a I'aide de biopsies musculaires, sous I'effet d’un REE
entre patients BPCO et contrdéles sains sédentaires (CSS). Une premiéere observation est que
dans les études 1 et 2, tout comme dans une précédente étude menée par notre équipe (Gouzi
et al., 2013), les patients BPCO présentaient un gain significatif de capacités fonctionnelles et

de tolérance a I'effort mais significativement moindres comparé aux CSS.

Dans I’étude 1, les patients BPCO étaient réentrainés durant 6 semaines, a une intensité de
REE correspondant au premier seuil ventilatoire. Cette intensité a été montrée comme

optimale dans le REE des sujets BPCO en pratique clinique, permettant un REE personnalisé
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(Vallet et al., 1997b). Cependant, il a été montré précédemment que le premier seuil
ventilatoire apparait plus précocement avec |'élévation de 'intensité chez des patients BPCO
comparé a des sujets sains (Gouzi et al., 2013). Ainsi, lors d’études adoptant cette intensité
comme cible de REE, 'intensité du REE exprimée en intensité absolue (mL/min/kg de V'0O,) se
retrouve par conséquent inférieure chez les patients BPCO comparé aux CSS. La charge de
travail étant plus faible, il apparait ainsi difficile de conclure a une réelle altération
pathologique de la capacité d’adaptation des parametres de tolérance a |'effort, laissant
suspecter une simple différence de protocole de REE. D’autre part, I'altération des capacités
fonctionnelles apres 6 semaines de REE n’exclue pas la présence d’un délai plus important
d’adaptation chez les patients BPCO, corrigible en augmentant simplement la durée de REE et
ne témoignant pas de fait d’une atteinte physiopathologique intrinseque systématique. Ces
questions d’intensité et de durée apparaissaient donc comme des freins importants dans
notre capacité a conclure sur la contribution d’une atteinte musculaire intrinséque dans

I'altération de la réponse fonctionnelle et musculaire au REE chez les patients BPCO.

Pour tenter de s’affranchir de ces questions d’intensité et de durée, I'étude 2 a intégré 10
semaines de REE, avec une évaluation intermédiaire de tous les parameétres a 5 semaines. De
plus, deux groupes de patients BPCO étaient constitués, de maniére randomisée et en double
aveugle, I'un étant réentrainé a la méme intensité relative que les CSS (en % de V'Ozmax) alors
que le second était réentrainé a la méme intensité absolue (en ml/min/kg de V'0,). Au terme
de cette étude, nous avons pu voir que les patients BPCO présentaient une réponse en termes
d’endurance musculaire et d’adaptation du premier seuil ventilatoire significativement plus
faible que les CSS. Fait intéressant, 'adaptation de ce parametre était similaire entre les deux
groupes d’intensité de patients BPCO et persistait malgré la poursuite du REE jusqu’a 10
semaines. Ainsi, I'émoussement des capacités d’adaptation des parameétres fonctionnels sous
I’effet du REE chez les patients BPCO de cette étude ne semblait pas étre la conséquence de
modalités de REE inadaptées en termes d’intensité ou de durée mais de perturbations
intrinseques, liées a la pathologie elle-méme. L'endurance du quadriceps était évaluée de
maniere isolée, n’engendrant que de faibles sollicitations des paramétres cardiorespiratoires.
Or, la capacité d’adaptation de cette derniére était également émoussée chez les patients

BPCO, laissant ainsi suspecter une localisation musculaire des altérations intrinséques.
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L’atteinte capillaire dans la BPCO est fonction de la sévérité de la maladie.

Dans le muscle, la capacité oxydative des fibres musculaires, dont dépendent en grande partie
I’endurance et la V'O, est dépendante de I'apport et de la diffusion de I'oxygéne au niveau
musculaire (Broxterman et al., 2020). Ces deux parametres apparaissent intimement liés a la
qualité et la densité du réseau de capillaires sanguins musculaires (Hepple et al., 2017;
Richardson et al., 1995). Ainsi, nous avons testé dans les études 1 et 2 si l'altération de la
capacité d’adaptation fonctionnelle au REE des patients BPCO était liée a une angiogenéese
musculaire émoussée. De maniére surprenante, nous avons trouvé que la capacité
angiogénique musculaire des patients BPCO était altérée dans I’étude 1 mais pas dans I’étude
2. Cette discordance apparente peut étre attribuée a une différence de population de I'étude.
En effet, alors que I'’étude 1 a inclus une majorité de patients BPCO séveéres et présentant une
désaturation artérielle en O; au repos pour 50% d’entre eux, I’étude 2 a inclus une majorité
de patients de sévérité légere, dont aucun ne présentait d’'anomalies de saturation artérielle
en O». Dans la littérature, différents travaux ont montré que contrairement aux patients BPCO
les plus séveres qui présentent une raréfaction capillaire musculaire, les patients BPCO légers
avaient une capillarisation musculaire a I’état de base préservée (Eliason et al., 2010; Jatta et
al., 2009). D’autre part, une étude a mis en évidence un émoussement de la réponse
angiogénique musculaire chez les patients BPCO hypoxémiques comparé a des patients
normoxémiques (Costes et al., 2015). Au vu de ces éléments, nos études n°1 & 2, plaident en
faveur du caractére tardif de I'’émoussement de la réponse angiogénique musculaire induite
par le REE dans la BPCO, se manifestant préférentiellement chez les patients BPCO séveres et

hypoxémiques.

Dans le contexte de I'étude 2 incluant des patients légers a modérés et non hypoxémiques,
nous avons recherché des atteintes plus précoces de la capillarisation musculaire et de
I'angiogeneése. Etant donné qu’une dysfonction au niveau des péricytes précéde la régression
capillaire (Hammes et al., 2011), nous avons recherché chez les patients des études 1 & 2 des
anomalies au niveau des péricytes, qui apparaissent plus sensibles au stress oxydant et a
I'inflammation que les cellules endothéliales (Shojaee et al., 1999). De maniére intéressante,
des anomalies de couverture péricytaire des capillaires sanguins musculaires durant

I’'angiogeneése induite par le REE apparaissaient chez les patients BPCO de I'étude 2, pourtant
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moins séveres et non-hypoxémiques. Cet élément confirme la nature précoce des atteintes
péricytaires qui apparaissent chez des patients ne présentant pas d’anomalies de croissance
du lit capillaire sous l'effet du réentrainement a I'effort. Fait interessant, nous avons
également trouvé chez les patients de I'étude 1 des anomalies d’interaction entre péricytes et
capillaires, complétant ainsi le tableau des atteintes capillaires chez les patients BPCO séveres
et hypoxémiques, caractérisées par une raréfaction capillaire (Blervaque et al., 2019; Eliason
etal., 2010; Gouzi et al., 2013; Jatta et al., 2009; Jobin et al., 1998), une angiogenése émoussée
(Blervaque et al.,, 2019; Gouzi et al., 2013) mais également une anomalie d’interactions
endothélium/péricytes. L’atteinte des péricytes est ainsi une caractéristique pathologique de
la BPCO inédite et indépendante, touchant non pas la croissance du lit capillaire mais la phase

tardive d’angiogenése musculaire.

En résumé, les patients BPCO sévéres présenteraient un défaut de croissance en plus d’'un
défaut de maturation du lit capillaire a I'inverse des patients moins sévéres. Une anomalie
spécifique aux patients les plus séveres altere donc probablement la croissance du lit
capillaire. Dans I’étude n°1, nous avons pu observer de maniére indirecte une réduction de la
prolifération cellulaire endothéliale au cours du réentrainement a I'effort chez le patient
BPCO. Or, cette prolifération est requise pour le bourgeonnement capillaire. Plusieurs
hypothéses peuvent étre avancées pour expliquer ce défaut: Premierement, la quantité de
facteurs circulants déléteres augmentant avec la sévérité de la maladie (Pinto-Plata et al.,
2012), il est donc possible que ces facteurs ne perturbent plus seulement les péricytes, trés
sensibles, mais également les cellules endothéliales et limitent ainsi la croissance capillaire.
D’autre part, les patients BPCO séveres étant plus fréquemment hypoxémiques, I’hypoxie
chronique pourrait limiter la réponse angiogénique musculaire, comme cela a précédemment

été montré chez I’'animal (Olfert et al., 2001).
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Impact du défaut de couverture péricytaire capillaire au cours de I'angiogenése dans la

BPCO.

Au vu des résultats d’angiogenése et de fonction musculaire des études 1 et 2, ’hypothése de
répercussions directes du défaut de péricyte sur la fonction musculaire, indépendamment du
nombre de capillaires sanguins, doit étre discutée. Ce rble a tres peu été exploré, bien que
certaines équipes se questionnent depuis peu sur le role des péricytes musculaires dans le
couplage vasculo-métabolique dans le muscle (Attrill et al., 2019). En effet, le réle vasoactif
des péricytes a été prouvé dans d’autre organes comme le cerveau ou le pancréas (Almaca et
al., 2018; Kisler et al., 2017) et une inhibition spécifique de ce réle a été associée a une
perturbation de la fonction de ces organes, notamment par défaut d’apport suffisant
d’oxygene. Dans le muscle squelettique, ce role n’est que trés peu évoqué malgré de récentes
preuves montrant un role vasoactif des péricytes au niveau musculaire (Heinze et al., 2014;

Methner et al., 2019; Spiranec et al., 2018). Un des arguments des détracteurs du role
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vasoactif des péricytes est que, lors de leurs études, ces derniers ne retrouvent pas
d’expression d’a-SMA au niveau capillaire (Hill et al., 2015). Cependant, cette absence de
visualisation de I’ a-SMA au niveau capillaire pourrait étre liée a la techniques de fixation des
tissus (Alarcon-Martinez et al., 2018). Dans I'étude 2, en utilisant une fixation des tissus par le
froid, nous avons été en mesure de détecter une expression d’a-SMA au niveau capillaire,
présente par ailleurs dans une grande majorité des péricytes musculaires NG2-positifs. Ainsi,
notre étude confirme les études qui supportent le réle vasoactif des péricytes dans le muscle.
Ainsi, en perturbant I'apport sanguin musculaire, le défaut de couverture péricytaire pourrait
expliquer les défauts d’adaptation de la consommation musculaire d’oxygene
(V‘O2)(Richardson et al., 1995) et de I’'endurance musculaire, retrouvés chez les patients BPCO
de I'’étude 2. Par ailleurs, le muscle squelettique compte pour une grande part de la captation
de glucose systémique et cette captation repose sur la régulation du flux sanguin. Ainsi, la
perte de péricytes pourrait également participer a l'insulino-résistance, comme proposé
précédemment (Laakso et al., 1990). Enfin, les péricytes musculaires jouent un réle essentiel
dans la régulation de la pression artérielle, en étant la cible de substances vasodilatatrices et
en se relaxant pour réduire les résistances vasculaires périphériques (Spiranec et al., 2018),
trées importantes au niveau musculaire. Or, de précédentes études ont montré que la
réduction de la pression artérielle attendue chez les personnes hypertendues sous |'effet de
I’entrainement ne se faisait pas chez les patients BPCO (Canavan et al., 2015; Gouzi et al.,
2016b). Nos résultats permettent de faire I’hypothése que ce défaut de réduction de la
pression artérielle chez les patients BPCO pourrait étre la conséquence d’anomalie de
couverture péricytaire des capillaires au cours du REE. Etant donné que |’hypertension
artérielle apparait comme une comorbidité de premier plan chez les patients BPCO
(Vanfleteren et al., 2013a), I'exploration de cette nouvelle piste de recherche apparait

cliniguement pertinente.
Défaut de couverture péricytaire dans la BPCO, les causes probables.

Dans I’étude 1, nous avons trouvé que les patients BPCO présentaient un niveau de stress
oxydant circulant augmenté, comme cela a été précédemment mis en évidence chez ces
patients (Pinto-Plata et al., 2012). Ce niveau corrélait avec les altérations au niveau des

interactions péricyte/capillaire. De précédentes études ont par ailleurs démontré
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expérimentalement que le stress oxydant pouvait causer un détachement des péricytes (Tsai
et al., 2009). Dans I’étude 2, nous avons apporté une démontration expérimentale causale du
lien entre facteurs circulants et altérations péricytaires dans la BPCO, en montrant que le
sérum de patients BPCO abolissait la différenciation des cellules mésanchymales - précurseurs
péricytaires- en péricytes, dans un modele de co-culture in vitro avec des précurseurs
endothéliaux. Cette différenciation est induite physiologiguement par l'interaction entre
précurseurs péricytaires et cellules endothéliales. Ces résultats vont dans le sens d’une origine
systémique des défauts de couverture péricytaire trouvés chez les patients BPCO. Au total,
ces résultats nous permettent de proposer le stress oxydant circulant comme une piste

potentielle d’explication du défaut de couverture péricytaire chez les patients BPCO.

D’autre part, I'inflammation joue un réle important dans la physiopathologie de la BPCO, au
niveau pulmonaire comme systémique. Ses niveaux sont augmentés au niveau circulant dans
la BPCO et cette inflammation systémique a été impliquée dans |'altération des interactions
péricytes/capillaires (Zeng et al., 2016). Cependant, le réle de I'inflammation tout comme du
stress oxydant comme médiateurs de |'effet délétére de facteurs circulants de la BPCO sur les

interactions péricyte/capillaire reste a démontrer.
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Proposition de mécanismes explicatifs du défaut de couverture péricytaire sous I’effet de la BPCO a la
suite de ces travaux de these.
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Dans I'étude 3, nous avons mis en évidence qu’une réduction de la couverture péricytaire
musculaire pouvait étre associée a une diminution de I'expression de SPP1 au niveau des
myotubes BPCO. Dans cette étude, bien que le défaut de PGC1-a fasse évoquer des anomalies
menant a la production de VEGF-A, nous n’avons pas été en mesure de conclure sur cet effet,
du fait de réponses inattendues des cellules dérivées du muscle de CSS a la stimulation. En
revanche, les résultats obtenus ont permis de formuler de nouvelles hypothéses quant au réle
du SPP1 musculaire. Cette observation fait écho a de précédentes études montrant qu’une
inhibition de I'expression de SPP1 dans le muscle méne a I'obtention de capillaires immatures
et peu couverts par les péricytes post-angiogenése musculaire (Rowe et al., 2014). Bien que
ce lien doive étre confirmé par de plus amples expérimentations, il semblerait que des défauts
de la cellule musculaire puissent étre impliqués dans les défauts de couverture péricytaires
retrouvés chez les patients BPCO, s’ajoutant aux troubles engendrés par les facteurs

circulants.

Hétérogénéité de la réponse au REE de la vasoréactivité artérielle dans la BPCO, vers la mise

en évidence de déterminants.

Les études n°1 et 2 ont suggéré que des facteurs circulants, tels que le stress oxydant et
I'inflammation, seraient en mesure de perturber les adaptations microvasculaires au REE chez
les patients BPCO. Il est ainsi possible qu’il en soit de méme pour les adaptations
macrovasculaires, I’endothélium étant un dénominateur commun de ces deux lits vasculaires.
C’est sur la base de cette hypothese de travail que nous avons construit I'étude 4, ayant pour
but de comprendre les déterminants de la réponse de VRA sous I'effet du REE chez les patients
BPCO. Malheureusement, la crise sanitaire engendrée par |'épidémie de COVID-19 nous a
contraints a suspendre temporairement cette étude, nous empéchant d’en présenter les
premiers résultats comme prévu initialement. Cependant, sur la base des inclusions déja
réalisées, nous sommes en mesure de confirmer la faisabilité de cette étude qui, une fois
conduite a terme, permettra de répondre aux questions posées. Notamment, nous sommes
en mesure d’adresser le role des ECFC dans cette réponse, du fait de I'isolement réussi de ces
cellules chez les premiers patients inclus. Cet isolement a été réalisé en suivant
rigoureusement les protocoles de standardisation récemment publiés concernant I'étude de

ces cellules (Smadja et al., 2019). Cela nous a permis d’obtenir des criteres de qualité de
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I'isolement de ces cellules proches de ceux trouvés dans la littérature. Nous avons ainsi trouvé
que les cultures de cellules mononuclées du sang donnaient lieu a I'apparition de colonies
d’ECFC d’un aspect circulaire caractéristique et composées d’au moins 50 cellules et ce, chez
67% des sujets, proches des 70% de réussites attendus (Smadja et al., 2019). Le temps
d’apparition des colonies était lui aussi standard, avec des colonies apparaissant entre 8 et 22
jours. Le phénotype endothélial des cellules dérivées de ces colonies a été confirmé a l'aide
de marquages immunohistochimiques mais également de tests de fonction cellulaire, via la
capacité de tubulogenése in vitro (Smadja et al., 2019). En intégrant des méthodologies
expérimentales telles que celle-ci, cette étude permettra une approche novatrice dans
I’exploration des défauts de VRA chez le patient BPCO et pourra servir de base pour les futures

études dans ce champ ou malheureusement peu d’hypothéses ont été explorées.
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Conclusion et perspectives

Les travaux réalisés durant cette these ont permis quelques avancées originales dans la
compréhension du défaut d’angiogenése musculaire au cours du REE chez les patients BPCO.
Nous avons notamment montré que l'intensité et la durée de réentrainement a I'effort
n’étaient pas des facteurs pouvant expliquer ce défaut. De plus, nous avons pu établir une
distinction entre les atteintes capillaires des patients BPCO séveres et de ceux présentant une
atteinte plus légére. Enfin, nous avons mis en évidence une altération de la couverture
péricytaire des capillaires sanguins musculaires durant I'angiogenése chez ces patients,
altération inédite dans le cadre la BPCO et touchant toutes les classes de sévérité de patient.
Les causes de ces atteintes apparaissaient principalement liées aux facteurs circulants

déléteres de la BPCO et/ou a des défauts intrinséques de la cellule musculaire squelettique.

Toutefois, de futures études complémentaires sont nécessaires pour obtenir un niveau de
preuve scientifique suffisant et répondre de maniere plus précise aux hypotheses présentées
dans la partie 1. A ce stade, la stratégie de recherche sur cette thématique pourrait reposer

sur 4 différents axes.

Le premier axe chercherait a établir expérimentalement la preuve que le défaut de
couverture péricytaire est impliqué dans des altérations du flux sanguin et d’oxygénation
musculaire. En effet, les études 1 et 2 montraient un défaut de péricytes musculaires chez les
patients BPCO mais n’ont pas permis d’apporter des preuves expérimentales d’une
répercussion de ce défaut sur la fonction musculaire des patients. Ceci pourrait étre effectué
sur modele animal en observant par microcopie intravitale bi-photon les différences de flux
sanguins, d’oxygénation tissulaire et de diameétres capillaires entre des souris « Wild-type » et
des souris PDGFR*- présentant une délétion partielle de la couverture péricytaire (Kisler et al.,
2017). Ensuite, ces résultats pourraient étre confirmés chez I’'humain via une étude intégrant
des mesures de spectroscopie dans le proche infra-rouge du flux sanguin capillaire et de
I’oxygénation musculaire durant I'effort chez des patients présentant ou non un défaut de

couverture péricytaire. Si ces études confirment nos hypothéses, alors la couverture
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péricytaire pourra représenter une nouvelle cible thérapeutique dans I'optimisation des gains

de tolérance a I'effort sous I'effet du REE chez les patients BPCO.

Le second axe de recherche serait centré sur I'’étude des facteurs circulants sur I’angiogenése
musculaire et la couverture péricytaire. En effet, si nous pouvons incriminer le réle de
facteurs présents dans le sérum des patients BPCO (étude 2), nous n’avons pas mis en
évidence d’acteurs précis de ces défauts. Les isoprostanes, marqueur du stress oxydant
circulant étaient corrélés aux interactions péricytes/capillaires dans I’étude n°1. Ainsi, le stress
oxydant pourrait constituer une premiére cible (Cacicedo et al., 2005; Hayden et al., 2010),
des interventions anti-oxydantes limitant la perte péricytaire dans d’autres contextes (Tsai et
al., 2009). Le stress oxydant et I'inflammation étant des phénomeénes interconnectés, les
molécules inflammatoires pourraient jouer un réle dans l'altération de la couverture
péricytaire. En effet, il a été montré que ces derniéres limitaient les interactions
péricytes/capillaires en perturbant les jonctions Notch3/Jagged-1 ou les gap jonction Cx43-
dépendantes (Clément et al., 2007; Fernandez-Cobo et al., 1999). Par ailleurs, I'inhibition
expérimentale de ces voies d’interactions est a |'origine de phénomeénes proches de ceux
retrouvés dans |'étude 2, i.e. une réduction de la différenciation des MSCs en péricytes et une
réduction de la couverture péricytaire (Hirschi et al., 2003; Kofler et al., 2015; Sato et al.,
2002). Il serait donc intéressant de réaliser un ciblage a large échelle du sérum des patients
BPCO et des sujets sains controles puis, a I'aide d’analyses multivariées, d’associer des
cytokines ou des cocktails de cytokines aux altérations péricytaires des patients. L'implication
de ces cibles pourrait enfin étre confirmée in vitro, sur les modeles utilisés avec le sérum total
dans I'étude 2 et in vivo a I'aide d’'un modele animal BPCO par injection d’élastase et de LPS.
Des études incluant des mesures chez I'animal avant et aprés un réentrainement a I'effort

sont par ailleurs envisagées.

Enfin, ce modele animal permettra également de tester la nature systémique de I'atteinte
péricytaire dans la BPCO. En effet, alors que nous rapportons pour la premiéere fois dans la
BPCO un défaut de couverture péricytaire des capillaires sanguins dans le muscle, la question
d’une altération systémique de cette cellule dans d’autres organes se pose. En effet, il a été
montré que les patients BPCO présentaient des micro-saignements vasculaires au niveau

cérébral (Lahousse et al., 2015), augmentant le risque de dégats cérébraux et de déclin cognitif
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chez ces patients. Ces anomalies pourraient étre la conséquence d’une atteinte des péricytes
qui sont des acteurs indispensables au maintien de [lintégrité de la barriere
hématoencéphalique et de la prévention de troubles de la perméabilité vasculaire (Armulik et
al., 2010). Par ailleurs, les péricytes des ilots pancréatiques permettent une hyperémie
physiologique en réponse a une hyperglycémie, régulant ainsi I'apport sanguin pancréatique
nécessaire a sa fonction tout comme a sa capacité de libération de I'insuline dans la circulation
sanguine (Almaca et al., 2018). Dans le diabete de type 2 (Almaga et al.,, 2018), une
« péricytopathie » pancréatique a été décrite et pourrait jouer un role dans les phénomeéne
d’hyperglycémie. Etant donné que la BPCO est associée a la survenue de phénomeénes
d’insulino-résistance, plus de la moitié des patients BPCO présentant des phénomene
d’hyperglycémie (Vanfleteren et al., 2013a) nous pensons qu’une atteinte péricytaire devrait
étre recherchée au niveau systémique, chez I'animal dans un premier temps. Le réle des
facteurs circulants de la maladie dans cette atteinte systémique devra bien sOr étre caractérisé

dans le méme temps.

Au total, nous verrons si I'inactivation de ces facteur circumants systémique permet un retour

a la normale in vitro et in vivo, permettant une nouvelle approche thérapeutique.

Le troisieme axe de recherche serait centré sur I’étude du role de la dysfonction musculaire
dans le défaut d’angiogenése musculaire chez les patients BPCO. Bien que nous pensions que
la cellule musculaire pouvait étre impliquée dans les défauts d’angiogenése en réponse au REE
chez les patients BPCO, nous n’avons pas été en mesure de démontrer ce lien dans I'étude 3,
du fait de réponse partielle chez les sujets sains. Cependant, nous n’avons testé que la voie
menant a la production de VEGF-A pour le versant pro-bourgeonnement. Or, d’autres facteurs
favorisent la prolifération endothéliale et la formation de tubes. Ainsi, I'effet du milieu
conditionné total de myotubes BPCO et SHS sur la prolifération, la migration et la
tubulogenése des cellules endothéliales en culture devra étre testée. Le versant du
recrutement péricytaire via la voie SPP1 devra également étre confirmé a I'aide de co-cultures
myotubes/macrophages et de cultures de péricytes, comme précédemment décrit (Rowe et
al., 2014). Nous avons évoqué précédemment les limites inhérentes a l'utilisation de la SEI
seule comme modele d’exercice in vitro. Ainsi, il est prévu de tester I'effet d’autres stimuli

menant a la promotion de I'angiogenése par ces cellules musculaires: AMPK, hypoxie,
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stimulation l'influence B-adrénergique, etc. (Arany et al., 2008; Chinsomboon et al., 2009;
Rowe et al., 2014; Thom et al., 2014), seuls ou associés a la SEl. Enfin, les résultats de |'étude
3 devraient étre confirmés in vivo par le préléevement de micro dialysats musculaires chez des
patients BPCO et des controles sains durant un exercice aigu (Hoier et al., 2012), de maniere
a obtenir une stimulation plus réaliste et intégrant I'ensemble des voies de stimulation
évoquées ci-dessus. Une fois ces différentes conditions testées, nous pourrons alors confirmer
ou infirmer le réle des cellules musculaires dans I'altération de I'angiogenese musculaire des

patients BPCO.

Le dernier axe de perspectives de recherche sera centré sur I’étude des mécanismes
physiopathologiques impliqués dans le défaut de réponse de la vasoréactivité artérielle chez
le patient BPCO. Cette approche sera réalisée dans un premier temps au travers de la
finalisation de I’étude 4. De plus, I'étude 4 étant une étude exploratoire, elle fournira des
résultats devant ensuite faire I'objet d’études de confirmation. Pour essayer d’obtenir un
niveau de preuve le plus important possible, I'idée serait de combiner les approches
scientifiques : de la mise en évidence de marqueurs sur les cellules et des modéles animaux a

la validation de ces marqueurs sur des cohortes de patients BPCO.

Pour cela, une validation fonctionnelle des mécanismes mis en évidence dans |'étude 4 sera
réalisée en utilisant une combinaison d’approche incluant un modeéle animal de BPCO, des rats
soumis a des injections d’élastase et de LPS. Des données préliminaires nous indiquent une
atteinte vasculaire systémique dans ce modeéle. Il pourra donc permettre de caractériser
précisément les mécanismes évoqués dans |'étude 4. Cette caractérisation sera complétée a
I'aide de modeéles d’étude de la vasoréactivité ex-vivo et de la fonction endothéliale in vitro,

utilisés en routine dans notre laboratoire.

En complément de cette validation fonctionnelle, une validation sur une cohorte de patients
BPCO permettra de comprendre le sens et la pertinence clinique des marqueurs mis en
évidence dans I'étude 4. Pour cela, nous conduirons une seconde étude basée sur I’évaluation
de la vasoréactivité artérielle lors de visites annuelles a I’h6pital de patients BPCO. Ces sujets
seront des sujets BPCO ayant intégré, a la suite d’un réentrainement a I'effort similaire a celui
de I'étude 4, un programme de post-réhabilitation comprenant des séances d’activité

physique hebdomadaires et ce, pour plusieurs années (1 a 5 ans). L’évaluation sur plusieurs
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années nous permettra d’évaluer de maniere prospective la relation entre certains marqueurs
et le développement d’altérations de la VRA et/ou l'apparition d’événements et de

comorbidités cardiovasculaires.

Pour pouvoir mener a bien cette perspective, il était nécessaire d’identifier au préalable une
cohorte de patients BPCO participant a un programme de post-réhabilitation au long court et
d’en confirmer I'efficacité sur des marqueurs plus globaux des répercussions pulmonaires et
systémiques de la maladie : tolérance a |'effort, dyspnée et qualité de vie. Nous avons donc
mené une étude rétrospective sur la cohorte de patients BPCO adhérant au réseau de post-
réhabilitation Air+R, qui est présentée comme étude en Annexe (Annexe 1). Grace aux
résultats de cette étude, nous avons confirmé I’éligibilité du réseau Air+R comme partenaire
de notre future étude prospective incluant des évaluations cardiovasculaires, pour laquelle

des demandes de financements sont en cours.

239



Annexe 1

Annexe 1

Article original

Efficiency of a long-term pulmonary rehabilitation maintenance
program for COPD patients in real-life setting— A 5-year
cohort study

Léo Blervaque, Christian Préfaut, Hélene Forthin, Francis Maffre, Marion Bourrelier, Nelly
Héraud, Matthias Catteau, Pascal Pomies, Dany Jaffuel, Nicolas Molinari, Maurice Hayot, Fares

Gouzi.

Article en cours de soumission dans la revue

Respirology
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Présentation de I’étude n°5

La réhabilitation respiratoire représente une stratégie thérapeutique efficace dans la prise en
charge de la BPCO et fait maintenant partie du parcours de soin classique de ces patients.
L'efficacité de cette intervention dans I'obtention de gains de tolérance a I'effort, de qualité
de vie, de dyspnée n’est plus a démontrer tant les études la supportant sont nombreuses (Yves
Lacasse et al., 2015). Cependant, une des principales limites persistantes de la réhabilitation
respiratoire est que, en I'absence de prise en charge spécifique apres le séjour, les gains sont
perdus dans I'année suivant la fin du séjour (Rochester & Spruit, 2017). Malheureusement,
bien que de plus en plus considérées (Rochester & Spruit, 2017), les stratégies permettant de
maintenir ces bénéfices sont souvent évaluées sur un délai de 12 mois seulement. Une seule
étude a notre connaissance a prouvé |'efficacité d’'un programme de post-réhabilitation
jusqu’a 3 ans (Guell et al., 2017), mais se basait sur une intervention intense, peu réaliste en
dehors d’un contexte de recherche (Rochester & Spruit, 2017). Il est donc nécessaire d’élargir
ces résultats a des programmes de post-réhabilitation réalistes et directement
implémentables dans un systéme de soin. Les programmes de post-réhabilitation basés sur
des associations de patients présentent l'avantage d’étre peu colteux, de stimuler
I'adhérence et la motivation et ont fait leurs preuves sur le court terme (jusqu’a
12mois)(Moullec et al., 2008). Ainsi, dans la présente étude, nous avions fait I’"hypothese
gu’un tel programme permettrait un maintien des bénéfices de la réhabilitation respiratoire

pour au moins 3 ans.

Nous avons conduit cette étude via I'analyse rétrospective d’une cohorte de 144 patients
BPCO engagés au sein du réseau de post-réhabilitation Air+R, pour une durée de 1 a 5 ans
suivant leur sortie de la réhabilitation respiratoire initiale. Nous avons également effectué un
clustering sans a priori basé sur les trajectoires. Enfin, nous avons intégré un groupe contréle
de 137 patients BPCO n’ayant pas suivi de programme de post-réhabilitation pour les analyses

de survie.

Au total, nous avons pu observer un maintien des bénéfices de la réhabilitation initiale pour

une durée de 4 ans concernant la qualité de vie et la distance au test de marche de 6 minutes
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et de 5 ans pour la dyspnée. De plus, nous avons pu identifier un groupe de patients bons
répondeurs (n=114), comportant des patients plus jeunes et moins séveres que le groupe de
patients non-répondeurs (n=30). Enfin, nous avons pu voir que les patients BPCO engagés dans
le programme de post-réhabilitation présentaient un risque de mortalité 3.1 [95%Cl : 1.0-9.6]

fois plus faible que les patients ne I'étant pas.

Cette étude est la premiere a fournir une preuve de I'efficacité a long-terme d’un programme
de post-réhabilitation directement implémentable dans un systeme de santé sur le maintien
de la tolérance a I'effort, de la dyspnée, de la qualité de vie ainsi que de la survie. De plus, elle
permet d’identifier les patients répondant le mieux a ce programme, améliorant la

personnalisation du parcours de soin.

Ces réponses différentielles sur des parameétres comme la tolérance a |'effort témoignent
d’une diversité dans la population de BPCO incluse, diversité qui devrait faciliter nos

explorations futures sur les déterminants cardio-vasculaires au sein de cette cohorte.
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Abstract

Background: Pulmonary rehabilitation (PR) improves exercise capacity, health-related quality
of life (HRQolL) and dyspnea in chronic obstructive pulmonary disease (COPD) patients.
Maintenance programs can sustain the benefits for 12 to 24 months. Yet, the long-term effects
(>12 months) of pragmatic maintenance programs in real-life settings remain unknown. This
prospective cohort study assessed the yearly evolution in outcomes of a supervised self-help
PR maintenance program for COPD patients followed for 5 years. The primary outcome was
the yearly change in 6-minute walking distance (6MWD). Secondary outcomes were the yearly
changes in HRQol, dyspnea, and survival probability.

Methods: Data were prospectively collected from 144 COPD patients who followed a
pragmatic multidisciplinary PR maintenance program for 1 to 5 years. They were assessed
yearly for PR outcomes: 6MWD, HRQol (VQ11) and dyspnea (MRC). The 5-year survival
probability was compared to that of a control PR group without maintenance program. A
trajectory-based cluster analysis identified the determinants of long-term response.

Results: Maintenance program patients maintained significant benefits of PR for 4 years for
6MWD and VQ11 and 5 years for MRC. The 5-year survival probability was higher than for PR
patients without PR maintenance. Two clusters of response to long-term PR were identified,
with responders being the less severe COPD patients.

Conclusions: This study provides evidence of the efficiency of a pragmatic PR maintenance
program in a real-life setting for more than 3 years. In contrast to short-term PR, long-term PR
maintenance appeared more beneficial in less severe COPD patients.

Keywords: Pulmonary rehabilitation, maintenance programs, COPD, survival.

Introduction

Randomized controlled trials (RCTs) show that short-term pulmonary rehabilitation (PR)
programs provide clinically significant improvements in exercise capacity, health-related
quality of life (HRQoL) and dyspnea in COPD patients. The last Cochrane Library meta-analysis
concluded that additional RCTs comparing short-term PR to usual care in COPD were no longer
warranted and that further studies should focus on new research questions (1). Currently, a
major research question concerns the maintenance of these benefits 12-24 months after
program discharge (2), which is when the benefits are lost after short-term PR (3).

Unfortunately, little is known about strategies to maintain short-term PR benefits over years.
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A few studies have shown that long-term (>12 months) PR maintenance programs are efficient
to maintain the short-term PR benefits (4-6). However, the feasibility of intensive programs
outside the research context is problematic, and translating experimental PR maintenance
results to clinical settings remains an issue (3). A feasible PR maintenance program needs to

be designed in a real-life setting.

An original and feasible strategy is to base PR maintenance on supervised self-help
associations. In particular, the French Air+R network has offered supervised PR maintenance
programs to patients in associations within the healthcare system since its creation in 2004
(950 patients enrolled to date). We previously showed that the French Air+R network PR
maintenance program was clinically efficient 12 months after PR discharge (7). Nevertheless,
practitioners need to know that the programs have been carefully evaluated (3), and both
medical societies and regulatory authorities have requested the assessment of long-term
trajectories and methods to identify responders (8). Randomizing patients into a usual-care
group for many years would not be ethically acceptable, but well-designed observational
studies of patient cohorts are adapted to investigating the effectiveness of such healthcare
interventions (9, 10). On this basis, we hypothesized that the program would prevent clinically
significant declines in exercise tolerance, HRQoL and dyspnea for at least 3 years. In addition,
given COPD patients’ heterogeneous responses to PR (11), we further expected to identify

different patterns in response to the program.

Thus, the aim of this observational cohort study was to assess the yearly change in PR
outcomes for 1 to 5 years after PR program discharge in COPD patients following a PR
maintenance program supported by supervised self-help associations (“PR+maintenance”
group). The primary outcome was the yearly change in 6-minute walking distance (6MWD).
As secondary outcomes, we assessed: 1) the yearly changes in other PR outcomes (HRQoL,
dyspnea) and 2) the survival probability at 60 months versus that of a control group (COPD

after PR discharge, without maintenance program: “PR only” group).
Materials &Methods

Detailed information about the maintenance program, the outcomes and the statistical

analysis are provided in the online supplementary material.
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Subjects and experimental design

COPD patients in the self-help associations: “PR+maintenance” group

We conducted a retrospective cohort study using dataset from The French Air+R network
constituted since 2009. The French Air+R network database was prospectively constituted
from the yearly evaluations of patients who had joined the network after a PR program, in a
standardized case report form. Data were extracted and analyzed in December 2018. The
database was screened from January 2011 to December 2018. The inclusion criteria were the
following: 1) a COPD diagnosis reported by a lung specialist and based on the association of
compatible symptoms (dyspnea, chronic cough or sputum production) and/or a history of
exposure to risk factors, and a post-bronchodilator forced expiratory volume in 1 s/forced vital
capacity ratio <70%, 2) completion of a short-term inpatient PR program 3) completion of 1 to
5 years in the maintenance program, and 4) at least two interpretable 6MWD values. For the
eligible COPD patients, the “zero-time” point (TO) was set at the maintenance program entry
date. Additionally, we retrospectively collected the available data on 6MWD, VQ11 and MRC
before and after the patients’ short-term inpatient PR program, in collaboration with the 2
main corresponding PR centers who address patients to the Air+R healthcare network
(Cliniques du Souffle La Vallonie and la Solane). The Institutional Review Board of Montpellier
University Hospital approved the study (2018 IRB-MTP_09-02), and informed consent was

obtained from each patient. Clinical trial: https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03704935

Maintenance program

After a short-term inpatient PR program performed in the Occitanie Est region, France, all
COPD patients in the had the opportunity to join the Air+R healthcare network of 12 local self-

help patient associations (for further information please see www.airplusr.fr) during the

following weeks. This network offers multidisciplinary PR maintenance programs comprising:
1) individualized exercise training (~42 sessions/year), 2) health education classes (6
hr/session; 2 sessions), and 3) psychological support (~2.5 sessions/year). Financial support to
the self-help associations for these supervised activities is provided by the Air+R healthcare

network.
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“PR only” group

For survival analysis, we extracted data from the database of the 2 main corresponding PR
centers and recruitment sources of the Air+R healthcare network (Cliniques du Souffle La
Vallonie and la Solane). The inclusion criteria were similar as those of the “PR+maintenance”
group, except that patients did not participate to a maintenance program after completion of
the short-term PR program. The PR centers database was screened for the same period (from
January 2011 to December 2018), and for patients who lived in the same region (Occitanie Est,
France) as patients in the “PR+maintenance” group and a random subset of eligible patients

was obtained.

Outcomes

Patients in the maintenance program were evaluated for baseline values of all parameters at

inclusion (TO) and then every 12 months for a maximum of 60 months (T12-T60).

Primary outcome measure

6MWD was assessed following international recommendations (12). Briefly, patients were
asked to cover the longest possible distance along a 30-m corridor. Tests were performed
twice to control the learning effect. The predicted 6MWD value was determined using the

equation of Troosters et al. (13).

Secondary outcome measures

Health-related quality of life

The VQ11 questionnaire assessed health-related quality of life. This short self-administered

questionnaire was validated in COPD patients (14, 15).
Dyspnea

The impact of dyspnea was assessed with the Medical Research Council (MRC) dyspnea scale,

which was validated and has prognostic value for COPD patients (16).
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Lung function and BODE index

Lung function was assessed by a lung specialist using a plethysmographic spirometer and
recorded in the network database. The BODE index was calculated as previously described

(17).
Survival analysis

In order to compare the survival probability of COPD patients from the “PR+maintenance”
group with that of the “PR only” group, we extracted the vital status of these patients from
the Institut national de la statistique et des études économiques (INSEE) database. This
database includes all deaths of French people from 1977 to January 2020. To assess the deaths
among patients from our databases, we performed automatic matching with the INSEE

database.
Statistical analysis

We analyzed evolution of outcomes using linear mixed effect models (LME) (18), survival
analysis Kaplan-Meier survival curves and COX uni- and multivariate regression. Trajectories
were analyzed using latent class mixed models (19). A p-value <0.05 was considered

significant. All analysis was performed using R 3.5.0 software (www.r-project.org).

Results

Patient characteristics and maintenance program adherence

During the study period, 144 COPD patients were eligible. Baseline characteristics of the
“PR+maintenance” patients included in the analysis are fully detailed in Table 1. Most patients

(n=105, 73%) had complete survival follow-up to death, or censoring at 31 December 2018.
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Table 1. Baseline characteristics of the “PR+maintenance” COPD patients.
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n=144

Sex ratio M/F 56.9%

Age years 66.26 (8.48)
BMI kg.m 26.59 (5.29)
FEV, %pred. 63.18 (25.78)
FEV,/vC 52.73 (13.24)

Disease severity (GOLD)
I
Il
1l
vV
Smoking history pack-year
BODE Index
6MWD m
6MWD %pred.
MRC
vQll
Comorbidities n (% total)
Total
Pulmonary
Cardiovascular
Metabolic
Neurologic

Joint & muscle disorders

Others

25.6%

40.6%

24.8%

9.0%

37.89 (25.81)
2.64 (1.88)
454.51 (97.98)
74.38 (17.07)
2.45 (1.26)
25.53 (8.28)

118 (81.9%)
66 (45.8%)
86 (59.7%)
47 (32.6%)
7 (4.9%)

16 (11.1%)
23 (16.0%)

Data are presented as means (SD). BMI: body mass index; FEV;: forced expiratory
volume in 1 s; VC: vital capacity; 6MWD: 6-min walking distance; %pred: %
predicted; MRC: modified Medical Research Council dyspnea score; VQ11: short
health-related quality of life questionnaire. Disease severity classified according to
the GOLD guidelines: stage I, mild, FEV1 >80% of predicted normal value; stage I,
moderate, FEV1 50-79%; stage lll, severe, FEV1 30-49%; stage IV, very severe,

FEV1 <30%.
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2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018
TO T12 T24 T36 T48 T60
n=30 | W:n=0 [ n=30 [W:n=4 | n=26 | W:n=3 | n=22 | W:n=3| n=18 [W:n=3 | n=14
D: n=0 D:n=0 D:n=1 D:n=1 D:n=1
TO T12 T24 T36 T48 T60
n=23 |W:n=0 [ n=23 | W:n=0 | n=23 | W:n=4 | n=19 | W:n=1 | n=18 [W:n=4 | n=13
Din=0| D=0  |D:in=0|  |D:in=0|  [Din=l|
TO T12 T24 T36 T48 T60
n=28 | W:n=0| n=28 [W:n=2 | n=26 |W:n=0 | n=26 | W:n=4| n=21 | w:n=1| n=19
D:n=0 D:n=0 D:n=0 D:n=1 D:n=1
TO T12 T24 T36 T48
n=26 |W:n=0 | n=26 | W:n=0 | n=26 |W:n=2 | n=21 | W:n= n=19
D 0 D: n=0 D: n=3 D:n=0
T date i b ToO T12 T24 T36
0 - Entrance date into the n=18 [W:ne0| n=18 [Winc1 | n=17 [W:n22 | n= 15
maintenance program D: n=0 D: n=0 D:n=0
W : Number of withdrawals TO T12 T24
n=15| w:n=0| n=15 [ w:n=2| n=12
D : Number of deaths D: n=0 D:n=1
RC : Right-censoring To T12
n=4 |w:n=0| n=4
D:n=0
Time range of data extraction T

RC
Figure 1. Flow chart of subject participation for the “PR+maintenance” COPD patients. COPD: chronic
obstructive pulmonary disease. Right-censored data are from patients who did not perform all
evaluations due to program entry after 2013 and not due to withdrawal (e.g., patients joining the
program in 2015 could only be evaluated up to T36, the data extraction and analysis having been done
in December 2018).

Figure 1 presents the design of the patient inclusion procedure. From TO, the mean follow-up
duration was 41.6+16.4 months. The dropout rate was 36% over the 5 years, with 39 patients
withdrawing and 10 patients who died. The main reasons for withdrawal were clinical
worsening (n=10), motivation (n=7), logistics (n=6), relationships within the network (n=6),
and others (n=10). Withdrawn patients did not differ from other patients in terms of severity
(BODE index: 2.30£1.94 vs. 2.75+1.86; p=0.28), exercise tolerance (6MWD:71.23+17.87% vs.
75.59+16.70%; p=0.21), dyspnea (MRC: 2.38+1.29 vs. 2.48+1.25; p=0.68) or quality of life
(VQ11:23.9047.58 vs. 26.11+8.48; p=0.21). Some patients who joined the program after 2013
had not completed all the assessments in December 2018. Thus, they were therefore right-
censored (RC) at that time (Figure 1). The rate of adherence to the maintenance program was
53+22% (sessions attended/sessions scheduled). Over the 5 years, only one adverse event

related to the maintenance program was reported (knee synovial effusion).

250



6MWD (m)

MRC

VQ11

5501
500
450 /+—//‘
4001 +/
350
—
L
/ PR
of
— .
e"?\ o TO T12 T24 T36 T48 T60
P07 Time (months)
5.
4.
3- # *¥
; N
1 |
PR
o /
L
?e«‘,@ "To T2 T24 T36 T48 T60
PTe0° Time (months)
50
40

. \‘ pe A4

20+
10

—

PR

O. v

o ?92 7 To Ti2 T24 T36 T48 T60
?\?// %"/ &
T o0 Time (months)

251

Annexe 1

Figure 2. Pattern of change in pulmonary
rehabilitation outcomes over time in the
“PR+maintenance” group.A. Change in 6-
min walking distance (6MWND). B. Change in
Medical Research Council dyspnea score
(MRC). C. Change in health-related quality
of life score (VQ11). Gray box: pulmonary
rehabilitation (PR) program. Gray dots &
lines: pre- and post-PR values. Black dots &
lines: values during the maintenance
program. Linear mixed effects model. Time
effect: p<0.001 for (A), (B) and (C). Post-
hoc: different from pre-PR: *p<0.05; **
p<0.01; *** p<0.001. Different from post-

PR: # p<0.05.
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Effect of the maintenance program

The evolutions in outcome variables over time are presented in Figure 2. Figure 2A shows that
the COPD patients in the maintenance program presented no significant difference between
6MWD at program entry (TO) and at any point in the 5-year follow-up (T12,724,736,T48,T60).
Results were the same for MRC (Fig. 2B) and VQ11 (Fig. 2C). We were able to retrospectively
collect pre- and post-PR 6MWD values in 38% (n=55) of these patients. This subgroup did not
differ from the total population of maintenance program patients in age, sex ratio, disease
severity, BODE index, 6MWD, MRC or VQ11 (Suppl. Table 1). Moreover, the change in 6MWD
over the 5 years did not differ between this subgroup and patients without PR data (Group x
Time interaction: p=0.68; data not shown). In patients with PR data, we found that the
significant effect of the initial PR remained up to month 48 for 6MWD and VQ11 (Fig. 2A & 2C)
and month 60 for MRC (Fig. 2B). In all “PR+maintenance” patients, 0.26+0.59 unprogrammed
medical consultations per year and 0.86+4.74 hospitalization days per year were recorded
during the 5-year follow-up. The mean yearly cost per patient was 986€, detailed in Suppl.
Table 2.

Survival analysis

104 _— PR + Maintenance
k Hit
0.9
2
S 0381
5 PR only
= PR + maintenance PRonly
2 (N=144) (N=137) pvalue
Z 0.7
a Gender 0.389
Female 62 (43.1%) 66 (48.2%)
Male 82 (56.9%) 71(51.8%)
0.61 |Age years 66.3(8.5) 65.2(9.1) 0.324
FEV1 %predic. 63.2(25.8) 65.8(23.3) 0.378
FEV1/VC 52.7(13.2) 54.4(12.3) 0.356
05] [Post-PREMWD m 454.5 (98.0) 457.6 (131.7) 0.841
0 12 24 36 438 60

Figure 3. 5-year survival probability for the “PR+maintenance” and “PR only” groups. Curves: Kaplan-
Meier analysis; gray line: “PR only” group; black line: “PR+maintenance” group. Table: Comparison of
main clinical characteristics of the “PR+maintenance” and “PR only” groups.
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During the study period, 137 COPD patients were eligible for the “PR only” group. Baseline
characteristics of these patients in the “PR only” group did not significantly differ from the
patients of “PR+maintenance” (Fig. 3). The mean follow-up duration did not differ between
groups (“PR only”: 50413 vs. “PR+maintenance”: 52412 months; p=0.14). The survival
probability at 60 months was significantly higher in the “PR+maintenance” group compared
to “PR only” (Log-Rank: p=0.005; Fig. 3). Multivariate regression analysis including statistically
significant cofounders (sex ratio, FEV1/VC and post-PR 6MWD) confirmed that the adjusted
risk of mortality in the “PR+maintenance” patients was significantly and 3.1 times lower

compared to that of “PR only” patients (95%Cl: 1.0-9.6; p=0.045; Suppl. Table 3).

Trajectory models

5001
400+
E | +//
[a) i
= |7
= 3009
©
[ —
200+ PR W Non-responders
A @ Responders
OC’ ! - I;/ ; : y T T T
o o TO T12 T24 T36 T48 T60
Q@@\;Og - Time (months)

Figure 4. Two-class model showing the mean trajectory of primary outcomes (6-min walking distance)
over 5 years of follow-up. PR: pulmonary rehabilitation. Gray box: pulmonary rehabilitation (PR)
program. Gray dots & lines: pre- and post-PR values. Black dots & lines: values during the maintenance
program. Linear mixed effects model: Group x Time: Group/Time interaction effect, p<0.001. Post-hoc:
different from pre-PR: *p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001. Different from TO: # p<0.05; ## p<0.001.

With latent-class analysis, we identified one cluster of responder patients and one cluster
of non-responders. The non-responder cluster included 21% of the maintenance program
patients (n=30). Figure 4 presents the evolution of the primary outcome along the 5-year

follow-up for the two clusters, which presented significantly different evolutions of 6MWD
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along the program (Group x Time interaction: p<0.001; Fig. 4). The 6MWD values of the
non-responder cluster significantly declined from month 24 onward (Fig. 4). Conversely,
the responder cluster showed no significant 6MWD decline over the follow-up (Fig. 4), and
the initial PR showed significant benefits up to month 48 (Fig. 4). Baseline characteristics

of the two clusters are presented in Table 2.

Table 2. Baseline characteristics of the “PR+maintenance” COPD patients by trajectory

class.

Non-responders Responders
(N=30) (N=114) p value
Sex ratio M/F 80.0% 50.9% 0.004
Age years 67.83 (10.21) 65.84 (7.97) 0.254
BMI kg.m-2 25.87 (5.20) 26.80 (5.32) 0.416
FEV1 %pred. 50.79 (23.66) 66.20 (25.48) 0.006
FEV1/VC 46.74 (12.47) 54.47 (13.03) 0.028
Disease severity
(GOLD) 0.022
I 11.5% 29.0%
] 38.5% 41.1%
" 26.9% 24.3%
v 23.1% 5.6%
32‘:k'"g history pack- o) 18(27.32) 34.64 (24.55) 0.018
BODE Index 4.55 (1.77) 2.15 (1.58) <0.001
6MWD m 356.70 (87.13) 483.04 (81.43) <0.001
6MWD %pred. 55.44 (12.53) 79.97 (13.96) <0.001
MRC 3.46 (1.21) 2.16 (1.12) <0.001
vQll 29.83 (7.97) 24.40 (8.02) 0.004
Comorbidities n (% total)
Total 17 (56.7%) 101 (88.6%) <0.001
Pulmonary 7 (23.3%) 59 (51.8%) 0.005
Cardiovascular 14 (46.7%) 72 (63.2%) 0.101
Metabolic 7 (23.3%) 40 (35.1%) 0.222
Neurologic 1(3.3%) 6 (5.3%) 0.662
Joint disorders 0 (0.0%) 16 (14.0%) 0.030
Others 2 (6.7%) 21 (18.4%) 0.118

Data are presented as means (SD). BMI: body mass index; FEV;: forced expiratory volume in 1 s; VC:
vital capacity; 6MWD: 6-min walking distance; %pred: % predicted; MRC: modified Medical Research
Council dyspnea score; VQ11: a short health-related quality of life questionnaire. Disease severity
classified according to the GOLD guidelines: stage |, mild, FEV1 >80% of predicted normal value; stage
Il, moderate, FEV1 50-79%; stage llIl, severe, FEV1 30-49%,; stage IV, very severe, FEV1 <30%.
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The responder cluster was significantly younger and had less severe COPD than the non-
responder cluster (Table 2). Program adherence tended to be higher in the responder cluster
(Suppl. Fig. 1A, p=0.07), whereas the initial response to PR did not differ between the two
clusters (Suppl. Fig. 1B).

Discussion

This long-term follow-up study is the first to show the time course of major PR outcomes for
more than 3 years in patients included in a PR maintenance program in a real-life setting. The
outcome values during follow-up were compared with the values at maintenance entry and

short-term PR entry and showed a sustained benefit for 48 to 60 months.

The COPD patients in the maintenance program were evaluated at study entry (TO) for 6MWD,
quality of life and dyspnea. We then showed that these TO values did not significantly decline
over the 5-year follow-up (Fig. 2). To confirm the long-term program efficiency, we also tested
its effect by comparing values over the course of the maintenance program with the values
before the short-term PR in a representative patient subgroup (Suppl. Table 1). After
significant improvements in exercise tolerance, HRQol and dyspnea induced by short-term PR
(as reported before (20)), these maintenance-program patients were able to maintain these
significant improvements for 4 years for exercise tolerance and quality of life (Fig. 2A & C) and
5 years for dyspnea (Fig. 2B). In contrast, an earlier study reported that COPD patients were
unable to maintain significant PR benefits 12 months after PR discharge without maintenance
strategies (2). Here we provide evidence that a pragmatic maintenance program supported
by self-help associations offers a reliable response to the challenges of maintaining short-term

PR benefits.

In a real-life setting study, the long-term clinical benefits must be balanced by the costs of the
therapeutic intervention. The mean annual cost of 986€ per patient (Suppl. Table 2) is
considerably less than the cost of repeated inpatient PR programs (21). Altogether, while this
should be verified prospectively, this pragmatic PR maintenance program could be cost-
effective. Other healthcare systems might consider the benefits of this program, already in

broad use in a clinical context.
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As 6MWD and dyspnea have been associated with survival probability in COPD patients(22,
23), we also investigated whether the patients in the Air+R maintenance program presented
a survival advantage versus the control “PR only” group, which was composed of COPD
patients who differed from our “PR+maintenance group” only by the lack of a maintenance
program during follow-up. The external validity of this “PR only” group was acceptable
because the mortality at 48 months was 88%, in line with previous studies reporting a 4-year
survival probability of 85% in COPD patients with similar exercise capacity (post-PR 6MWD
>305 m) (24). The “PR+maintenance” patients had a better prognosis compared to the “PR
only” group during the 60 months of follow-up, with an adjusted risk of mortality 3.1 times
lower. In order to strengthen this observational result, we considered every confounding
factor in a multivariate analysis (Suppl. Table 3), which confirmed the increased survival in
these patients. The observed survival also appeared higher than in other published “PR only”
groups. While the survival probability of our “PR+maintenance” group reached 92% at 60
months, Camillo et al. reported survival probabilities ranging from 81% to 69% at 60 months
in COPD patients with a similar exercise capacity. Although our result will have to be confirmed
by other studies using different methodologies, it is clearly an additional argument for broader
thinking in medical decision-making and healthcare policies regarding pulmonary

rehabilitation maintenance strategies (9, 25, 26).

In line with studies that have isolated the phenotype of patients who respond to PR (11), we
identified trajectories of response to our maintenance program. Whereas Soicher et al. (2012)
identified trajectory clusters following a single PR, our study is the first to identify responses
to a long-term PR maintenance program, classed into two clusters: a cluster of responders and
a cluster of non-responders. Fortunately, only 21% of the patients were non-responders (Table
2), indicating that this program was efficient in prolonging the benefits of the initial PR in a
large majority of patients. A previous study showed heterogeneous responses to short-term
PR, with a better response for patients with the highest Body-Mass Index, Airflow Obstruction,
Dyspnea, and Exercise Capacity (BODE) index scores (11). In contrast, in our study it was the
non-responding group that comprised the most severe COPD patients with the highest BODE
scores (Table 2). Nevertheless, it should be noted that long-term maintenance and short-term

PR programs differ in terms of intensity, frequency and duration. Thus, it is not surprising that
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short-term and long-term PR are related to different determinants. In line with the previous
study (11), we also observed that the short-term PR response was higher in patients with
reduced 6MWD (Suppl. Fig. 2). Furthermore, the response to the short-term PR did not differ
between the responders and non-responders of the maintenance program (Suppl. Fig. 1).
Altogether, our study is the first to provide a clear picture of the COPD patients who benefit
from a PR maintenance program. This may be of great interest for healthcare providers who
must define the PR organization for their patients. Given the specific determinants of the
response to a long-term maintenance program, this study also opens new avenues for

research on the responses to PR maintenance strategies.

The long-term efficiency and determinants of response of the maintenance program may have
been mediated by the Air+R network’s self-help associations. This maintenance program has
been operating in a clinical context for 15 years and more than 950 patients have benefited
from its experience. It is based on self-help communities, which are known to promote long-
term exercise adherence (28, 29). Community-based programs are a growing interest in the
field of pulmonary rehabilitation (30). A recent review identified facilitators and barriers to
physical activity maintenance after PR discharge (31). The supervised sessions and health
education in the maintenance program ensured continued support from healthcare
professionals, who are key facilitators, and circumvented the key barriers: lack of positive
feedback and lack of structured sessions (31). In addition, the self-help organization and
discussion groups provided peer interactions, self-monitoring and routines, which are also key
facilitators (31). These factors together may explain the mean program adherence of over 50%
despite the long-term nature of the intervention. Moreover, the dropout rate at month 36
was lower than the dropout rate of the study with the longest follow-up in this context (6).
Last, the psychological and social support from the self-help association and the group
dynamics may also have contributed to the PR maintenance program’s efficiency, as

suggested (32).

Study limitations

A limitation of this study was the non-randomized design. However, several RCTs have shown

the efficiency of experimental maintenance programs up to 36 months (2, 6, 7), and we thus
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assumed that randomizing COPD patients into a group without a maintenance program would
be unethical. Conversely, observational studies and RCTs agree head-to-head, if they are well-
designed (9, 26, 33). In the present study, the inclusion criteria were predefined. Also, the
outcomes were prospectively recorded from a definite “zero-time” point in each group, and
during a follow-up duration that was not statistically different between groups. We
strengthened the results as much as possible with statistical adjustments based on
multivariate analysis. Moreover, studies have demonstrated the limits of RCTs in providing
evidence for medical decisions and have emphasized the value of real-life observational
cohorts (9, 10, 26). Altogether, the present study presents robust data regarding the long-

term efficiency of a PR maintenance program in a real-life setting.

Another limitation was the failure to obtain the initial PR data for all patients, although the
subgroup of patients with PR data was representative of the whole COPD group included in
the study (Suppl. Table 1). Also, the primary outcome, i.e., the evolution of 6MWD, did not
differ between patients with and without PR data. Further, we analyzed the data with linear

mixed effect models, which allow unbiased and powerful analysis in a context of missing data

(Bell et al., 2013; Duricki et al., 2016).
Conclusion

Based on a well-designed observational study, we showed that a pragmatic, supervised, self-
help PR maintenance program can extend the benefits of the initial PR up to 4 years (exercise
capacity and health-related quality of life) and 5 years (dyspnea) in a real-life setting. In
addition, this longest PR maintenance follow-up study to date demonstrated favorable
survival indicators compared to a comparable control group without maintenance
intervention. We identified a small proportion of patients who did not respond to the
program. In contrast to the findings for short-term PR, long-term responders were the less
severe COPD patients. Although complementary research studies with other designs are
warranted, this study adds valuable information regarding the indications and decisions for

pulmonary rehabilitation.
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Fichier additionnel

Supplementary material and methods

Subjects and experimental design
“PR only” group

For survival analysis, we extracted data from a database of patients who participated in a
short-term PR program during the same period (2011 to 2017) and in the same region
(Occitanie Est, France) as the PR+maintenance group. The inclusion criteria were similar as
those of the “PR+maintenance” group (i.e. a spirometry-based COPD diagnosis reported by
the referent chest physician and completion of a short-term inpatient PR program), except
that patients did not participate to a maintenance program after completion of the short-term
PR program. As the first health status was available at 12 months in the “PR+maintenance”
group, patients of the “PR only” group who died during the first 12 months following the PR
program were excluded from the study. The PR centers database was screened for the same
period (from January 2011 to December 2018), and for patients who lived in the same region
(Occitanie Est, France) as patients in the “PR+maintenance” group and a random subset of
eligible patients was obtained. Last, to avoid overlap between the “PR-only" group and the
“PR+maintenance” group, the database of the Air+R network and those of the PR centers were
compared, and patients present in both databases were excluded. The TO point for the eligible
COPD patients was set at the end of the short-term impatient PR program. The data from
patients with a follow-up longer than 60 months or without events up to 31 December 2018

were right-censored.
PR maintenance program

COPD patients had the opportunity to join a regional healthcare network of 12 local self-help
patient associations: Air+R (for further information please see www.airplusr.fr). To do so, they
had to have recently completed (within a few months) a certified inpatient PR program

conducted along international guidelines (1). This network offers multidisciplinary PR
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maintenance programs comprising: (1) individualized exercise training with endurance
sessions targeting the first ventilatory threshold (outdoor and indoor walking) and interval,
upper limb and resistance/strength sessions (local gym), all supervised by an adapted physical
activity teacher once a week outside of school breaks (~42 sessions/year); (2) health education
classes (6 hr/session; 2 sessions/year in a local conference room) with multidisciplinary health
professionals from the network; and (3) psychological support via discussion groups
supervised by a psychologist (~2.5 sessions/year). Financial support to the self-help

associations for these supervised activities was provided by the Air+R healthcare network.

Assessments

Patients were evaluated for baseline values of all parameters at network entry, which
averaged 86 days after PR completion (T0), and then every 12 months for a maximum of 60
months (T12-T60). As this network includes 12 associations, its research committee, a
multidisciplinary team of physicians and scientists, standardized the evaluations and the

protocol before the start of the study.

Health-related quality of life

The VQ11 questionnaire assessed health-related quality of life. This short self-administered
guestionnaire was validated by our group in COPD patients (2,3) and is used in routine care. It
is composed of 11 items (1-5 points/item) along three dimensions: (1) functional, three items;
(2) psychological, four items; and (3) social, four items. Good quality of life is characterized by

a low VQ11 score. AVQ11 score 22 reflects poor quality of life.

Healthcare resource utilization

The utilization of healthcare resources was assessed through the yearly number of
hospitalization days and the number of unprogrammed consultations during the PR

maintenance program.
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Program adherence

Adherence to the PR maintenance program was assessed by the multidisciplinary team for
each activity. The number of attended sessions was recorded for each patient and compared

to the number of scheduled sessions.
BODE index

The BODE index is calculated from body mass index (B), degree of airflow obstruction: FEV;
(0O), dyspnea score: MRC (D), and exercise capacity: 6MWD (E). This index is a 10-point scale;
the higher the score is, the higher the risk of death (4).

Survival analysis

In order to compare the survival probability of COPD patients from the “PR+maintenance”
group with that of the “PR only” group, we extracted the vital status of these patients from
the Institut national de la statistique et des études économiques (INSEE) database. This
database includes all deaths of French people from 1977 to January 2020, with information
on name, date and place of birth, and date and place of death. To assess the deaths among
patients from our databases, we performed automatic matching with the INSEE database
based on date of birth and the first 10 digits of the social security number. To avoid
misclassification, we performed two other matching methods, one with a combination of
name and the first 10 numbers of the social security number and another with a combination
of name and date of birth. The total number of deaths within each group was determined

after rigorous comparison of these three datasets.

Statistical analysis

The evolution of the primary and secondary outcomes during follow-up was assessed using
linear mixed effect models (LME) fit with the nlme R package (5), including a Time effect as
fixed effect and a Subject effect as random effect. Given the long follow-up period, analyses
were adjusted on the age effect when age was significant. When the Time effect was
significant, post-hoc tests corrected by the false discovery rate method were performed to

compare each evaluation to baseline.
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Survival analysis was performed by producing Kaplan-Meier survival curves and COX uni- and
multivariate regression analyses, fitted with the survival and survminer R packages (6,7) and
allowing calculations of adjusted hazard ratio (HR). Right censoring was applied for patients
who joined the program after 2013 and had not completed all assessments at the time of data

extraction (December 2018).

Trajectories were analyzed using latent class mixed models fitted with the lcmm R package
(8). Different numbers of clusters were tested and selected based on the Bayesian information
criterion (BIC) and entropy. Patients’ baseline characteristics from clusters 1 and 2 were
compared using t-, Mann-Whitney or Chi? tests, depending on the data type. Outcome
measures were compared using LME including a Time effect, a Group effect, and the
interaction between these effects as fixed effects and a Subject effect as random effect. A p-
value <0.05 was considered significant. All analysis was performed using R 3.5.0 software

(www.r-project.org).

Results

Trajectory models

To identify patterns of response to the maintenance program, we performed latent class
trajectory models. Two-, three- and four-class models were tested. The two-class model
presented the best combination of fit indices (lowest Bayesian information criterion and

highest entropy) and was thus selected.
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Supplementary tables

Supplementary tables

Supplemental Table 1. Baseline characteristics of subgroups with or without PR data.

Subgroup without Subgroup with PR

PR data (N=89) data (N=55) p value
Sex ratio M/F 55.1% 60.0% 0.560
Age years 66.16 (9.11) 66.42 (7.43) 0.858
BMI kg.m 2 26.84 (5.32) 26.17 (5.25) 0.493
FEV, %pred. 65.72 (27.84) 59.23 (21.89) 0.157
FEV,/VC 52.27 (13.46) 53.02 (13.22) 0.808
Disease severity
(GOLD) 0.568
| 29.6% 19.2%
I 37.0% 46.2%
1] 24.7% 25.0%
\Y 8.6% 9.6%
BODE index 2.63(1.87) 2.65 (1.93) 0.963
6MWD m 459.82 (101.74) 445.20 (91.37) 0.427
6MWD %pred. 74.92 (17.86) 73.45 (15.76) 0.647
MRC 2.45 (1.28) 2.47 (1.22) 0.937
vQil 25.75 (8.02) 25.16 (8.78) 0.715

Data are presented as means (SD). BMI: body mass index; FEV;: forced expiratory volume in 1 s; VC: vital

capacity; 6MWD: 6-min walking distance; %pred: % predicted; MRC: modified Medical Research Council

dyspnea score; VQ11: short health-related quality of life questionnaire. Disease severity classified according to
the GOLD guidelines: stage I, mild, FEV1 >80% of predicted normal value; stage Il, moderate, FEV1 50-79%;
stage Ill, severe, FEV1 30-49%,; stage IV, very severe, FEV1 <30%.
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Supplemental Table 2. Direct and indirect costs of the maintenance

program for patients active in 2019.

Direct cost (€/patient/year)

Inclusion/patient evaluations 104.13
Complex case 8.38
Exercise training sessions 275.95
Discussion groups 23.23
Monitoring 31.75
Support to self-help associations 28.58
Support to professionals 156.86
TOTAL 628.88
Indirect cost (€/patient/year)

Direction 102.82
Human resource management 13.33
Accounting 25.70
General services 215.40
TOTAL 357.00
TOTAL COST (€/patient/year) 985.88

Supplementary Table 3. Uni- and multivariate analyses of 5-year survival probability.

Univariate analysis

Multivariate analysis

Cofunders HR p-value HR p-value
Group PR only 2.9(1.3-6.2) 0.008 3.1(1.0-9.6) 0.045
Age years 1.1(1-1.1) <0.001 - -
Gender male 6.1(2.1-17) <0.001 3.5(1.2-10.7) 0.026
FEV, (%pred.) 0.96 (0.95-0.98) < 0.001 - -

FEV, /VC 0.95(0.92-0.97)  <0.001 0.95(0.92-0.99)  0.009
Post-PR 6MWD m 0.99 (0.99-0.99) <0.001 0.99 (0.99-1.0) <0.001

Data are presented as HR (95% CI for HR). FEV,: forced expiratory volume in 1 s; VC: vital capacity;

6MWD: 6-min walking distance; %pred: % predicted.
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Supplementary figures
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Supplemental Figure 1. Comparison of maintenance program adherence and response to initial
pulmonary rehabilitation program between PR maintenance program responders and non-responders.
A. Maintenance program adherence in non-responders (gray bar) and responders (black bar). B. Post-
to-pre-pulmonary rehabilitation delta of 6MWD values in non-responders (gray bar) and responders
(black bar).
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Short-term response Long-term response
Intensive program Maintenance program
4-5 weeks 1-5 years

6MWD at the entrance 6MWD at the entrance
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Supplemental Figure 2. Relation between the 6-minute walking distance (6MWD) at program entrance
and the response to this program for short-term PR and long-term PR maintenance program. Short-
term: Responders were COPD patients with a gain of 6MWD >35 m after PR completion. Long-term:
Responder and non-responder groups are set on the basis of trajectory analysis described on Figure 4
and Table 2.
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Résumé

La broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO) est une maladie respiratoire
chronique associée a une intolérance a I'effort et a des comorbidités cardiovasculaires. Ces
éléments apparaissent intimement liés a la structure et la fonction des capillaires sanguins
musculaires mais également des artéres en amont. Bien que le réentrainement a I'effort (REE)
ait un effet bénéfique sur la fonction vasculaire chez les sujets sains, cet effet semble émoussé
chez les patients BPCO. L’objectif de ces travaux de thése était ainsi de comprendre les défauts
d’adaptation vasculaire chez les patients BPCO en réponse au REE. Dans une premiere étude,
nous avons analysé I'angiogenése musculaire a I’échelon ultrastructural, chez des patients
BPCO et des sujets contrbles sédentaires sains (CSS) au cours d’'un REE et avons mis en
évidence des défauts d’interaction péricyte/capillaire chez les patients. Dans une deuxiéme
étude, nous avons recherché des anomalies d’adaptation de la couverture péricytaire au cours
de I'angiogeneése induite par le REE chez les patients BPCO, ainsi que |'effet de facteurs
circulants sur les déterminants de la couverture péricytaire. Nous avons ainsi montré un
défaut d’adaptation de la couverture péricytaire durant I’'angiogeneése induite par le REE aprés
10 semaines de REE chez des patients BPCO par rapport a des CSS. De plus, nous avons pu
observer que le sérum des patients BPCO perturbait le recrutement péricytaire in vitro. Dans
une troisieme étude, nous avons étudié |'expression de la voie PGC1-a musculaire et de ses
effecteurs pro-angiogéniques, en réponse a une stimulation par I'exercice, chez des patients
BPCO et des CSS. Grace a l'isolement, la différenciation et la stimulation de cellules souches
musculaires issues de muscles de patients BPCO et de CSS, nous avons démontré une
altération de I'expression de PGC1-a dans les cellules musculaires de patients BPCO sous
I’effet d’'une stimulation électrique par impulsion. Une réduction de la production de SPP1 par
ces cellules a également été trouvée, limitant leur capacité d’orchestration de la maturation
capillaire. Dans une quatrieme étude nous nous sommes intéressés aux déterminants
cliniques, fonctionnels, cellulaires et moléculaires impliqués dans le défaut de réponse de la
vasoréactivité artérielle au REE chez le patient BPCO. Pour cela, nous avons mis au point un
protocole d’étude clinique multicentrique et démontré sa faisabilité. Au final, ces travaux de
thése ont permis une meilleure compréhension des mécanismes de |’atteinte capillaire et de
I'angiogenése émoussée du patient BPCO. Alors que l'altération du nombre de capillaires
sanguins musculaires semblait étre un processus tardif, nous avons montré un défaut inédit
et précoce de couverture péricytaire chez ces patients. De plus, nous avons pu identifier
certains acteurs potentiellement a l'origine de cette altération : les facteurs circulants
déléteres de la maladie et des anomalies de la cellule musculaire. La perspective de cette these
sera de mieux comprendre les causes et les conséquences du défaut de couverture péricytaire
durant I'angiogenése musculaire chez le patient BPCO.

Mots-clefs : BPCO, Réentrainement a |'effort, capillaires musculaires, muscle squelettique,
péricytes, cellule endothéliale
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Abstract

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a chronic respiratory disease associated with
exercise intolerance and cardiovascular comorbidities. These elements appear to be closely
linked to the structure and function of muscle capillaries but also of upstream arteries.
Although exercise training (ET) provide a beneficial effect on vascular function in healthy
subjects, this effect appears to be blunt in COPD patients. The aim of this thesis work was thus
to understand the impairments of the vascular adaptations to ET in COPD patients. In a first
study, we analysed capillary ultrastructure during muscle angiogenesis in COPD patients and
healthy sedentary control (HSC) subjects during an ET and demonstrated disturbances in
pericyte/capillary interactions in patients. In a second study, we looked for abnormalities of
pericyte coverage adaptations during ET-induced angiogenesis in COPD patients, as well as
the effect of circulating factors on the determinants of pericyte coverage. We have thus shown
a lack of pericyte coverage adaptation during ET-induced angiogenesis after 10 weeks of ET in
COPD patients. In addition, we were able to observe that COPD patient’s serum disturbed
pericyte recruitment in vitro. In a third study, we investigated the PGC1-a pathway expression
and its proangiogenic effectors in the skeletal muscle stimulated with exercise, in patients
with COPD and HSC. Through the isolation, differentiation and stimulation of muscle stem cells
from muscles of COPD and HSC patients, we have demonstrated an impairment of the raise
of PGC1-a expression under electrical pulse stimulation in muscle cells of COPD patients. A
reduction in the production of SPP1 by these cells has also been found, limiting their ability to
orchestrate capillary maturation. In a fourth study, we were interested in the clinical,
functional, cellular and molecular determinants involved in the lack of response of arterial
vasoreactivity to ET in COPD patients. To address these questions, we have developed a
multicenter clinical study protocol and demonstrated its feasibility. To conclude, this thesis
work provided a better understanding of the mechanisms of capillary impairments and
blunted angiogenesis in COPD patients. While the alteration in the muscle capillary number
appeared to be a late process, we showed a novel and early lack of pericyte coverage in these
patients. In addition, we were able to identify some actors potentially at the origin of this
impairment: the deleterious circulating factors of the disease and some abnormalities of the
skeletal muscle cell. The perspective of this thesis will be to better understand the causes and
consequences of the pericyte coverage defect during the skeletal muscle angiogenesis in
COPD patients.

Keywords: COPD, exercise training, muscle capillaries, skeletal muscle, pericytes, endothelial
cell.
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