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Abréviations

AA: acide aminé

ADN: acide désoxyribonucléique

ADP: adénosine diphosphate

Akt : protéine kinase B

AMP: adénosinemono-phosphate
AMPK: AMPactivated protein kinase
ARN: acide ribonucléique messager
Atg: autophagyrelated gene

ATPR adénosinetriphosphate

Atrogin-1: atrophy genel

BCAA acide aminé a chaine branché
BNIP3: BCL4nteractingprotein 3

BPCQ bronchopneumopathie chronique obstructive
C: contréle

C&": calcium

Cod: chlorure de cobalt

DFO: desferrioxamine

DMEM: dulbecco'smodified eaglemedium
eEF2 eukaryotic elongation factor 2
elF: eukaryotic Initiation Factor

elF4E eukaryotic Initiation Factor 4E
elF4G eukaryotic Initiation Factor 4G
elF4F eukaryotic Initiation Factor 4F
ERK extracellular signategulatedkinases
FoxO: Forkhead box protein O

GDF8 : growth differentiation factor 8
GDPRRheb: guanosine diphosphat®heb
GSK3: glycogen synthase kinase 3
H.O, : péroxyde [ZC E}P v

HIF1 : hypoxiainduciblefactor-1

HRE hypoxiaresponsiveelement
IGFL1: insulinlike growth factor

LC3 microtubule associated protein light chain 3
MAFbx: muscleatrophy f-box

MGF: mechanical growth factor

MLC: myosin regulatory light chain
MRF: myogenicregulatoryfactor

mTOR mammalian target of rapamycin
MTORC mTORcomplex

MTT: méthylthiazoletétrazolium
MuRF1: musclespecificringfinger 1
MyHC: myosin heavy chain



MyoG: myogénine

Myf5 : myogenic factor 5

N.: azote

NF f : nuclear factorkappa B

NREFE nuclearrespiratory factor

O.: oxygene

O, : anion superoxide

P70S6Kribosomal protein S6 kinase

Pax7: Paired box 7

PDKZ2: 3-phosphoinositidedependent kinasel
PGCLr : Peroxisome proliferateactivated receptor gamma coactivatoralpha
PHD: prolyl hydroxylase

PI3K: phosphatidyl InositeB-OH kinase)

PIPs phosphatidylinositol Phosphates

PIP2: phosphatidylinosito#,5-diphosphate)

PIP3: phosphatidylinosito3,4,5 triphosphate)
PLD: phospholipases D

Raptor: regulatory associated protein ofiTOR
REDD? regulated in development and DNA damage responses 1
Rheb: Ras homolog enriched in brain

Rictor: rapamycininsentitive companion of mTOR
ROS espéces réactives de I'oxygene

rpS6: ribosomal protein S6

SE: stimulation électrique

SF: stain-free

SOD: superoxide dismutase

TGFt : transforminggrowth factors t

Tm: tropomyosine

Tn: troponine

TSC: tuberous sclerosis complex

UPS systemeubiquitine proteasome

VEGE vascular endothelial growth factor

VHL: von hippel lindayrotein

VPS34 vacuolarprotein sorting 34

4EBP1: eukaryotic initiation factor 4#inding protein 1
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Contexte scientifique



Contexte scientifique

Le muscle strié squelettique est un tissu contractile excitable dont la fonction principale est de
mouvoir des parties du corps par le biais de mouvements volontaires ou réflexes. Le corps humain est
composé de prés de 600 muscles squelettiques représedad 45% de la masse corporelle totale

[uv Jv JA] B * JvX KPUSE ¢ (}v §]}ve ve 0 0} }u}s]}vU o u Jvs] v %
muscle squelettique joue un réle important dans le métabolisme énergétique. Le muscle est un fort
consommateur d glucose il a la capacité de dégrader le glucosa la glycolyse afin de fournir
of v EP] v e |JE *}v }v (}v S]}vv u vSU }u o} E- vialal E o Po
glycogénese.

La taille et le volume des muscles squelettiques varsgion leurs fonctionset le tissu

musculaire squelettique «S }ve] & luu ofpv o S]eepde %o}ee VS O[HV .
capacités de plasticitgpouvant modifier sa masse en réaction a difféestimuli. Ainsi,la pratique
& Ppo] & [ L \physigupAténse et prolongée engendrera une augmentation de la masse
musculaire (hypertrophie musculaird) o[]JvA &« U pv % E]} [Iv 8]A]8 Jv ulE
musculaire (atrophie musculaire). Une application successive de contraintesigéeseur le muscle

P]S ]J& S uvs «pE of <plo] & o] oV VEE 0 ¢ % &} eepe [V
protéique. Au niveau cellulairel[ZC % ESE} % Z] upe po ]E *S o & (0SS [pv
% }+]5]A -Bidirg une activation desoies responsables de la synthése des protéines au détriment

* %o E} e°Hde %o E}S }oCS]<Hu *X Hn }VSE J]E U pv SE}%Z] upe po |E
de la dégradation des protéines en comparaison aux divers processus impliqués danfidéaesynt
protéigue. La modulation de cette balance protéigque est régie par divers facteurs endogenes

EIP v eU § 0 ¢pg 0 *SE ** U V]<p U o[ § § VUSE]S]}vv oU Jve] «u
ZYEuU}v pEX >[ £ <+ }p o0 (118 o[uv e ( S uE+ vP v E ]Jv A]S
O0[Z}u }*8 ] % E}Sa]JUEU of ~i$hind lasynthése et la dégradation protéiques, avec
pour conséquence une variation de la masse musculaire.

A o PoC }P v U g st &émentassentiel du fonctionnement des processus

aérobie et oxydatifs de la cellule. Auseinde lalBESPUE <« ] vS](]J<p U o E€0 23 0o[]Ju%e}
dans la modulation de la masse musculant bien souvent sougstimés. Des recherches ont

Uuljv8@E <«p o A E] §]}su nivedupdds tisskis musculaires, et tout particuliérement un
déficit en O (hypoxie), provoque un dysfonctionnement du développement et de la croissance
musculaire{Chaillou et al., 2016Koning et al., 2011Launay et al, 20)X Z 1 o[Z}uu U 0[ZC %o} /E
est un phénomene rencontré lors de séjour a moyenne et trés hauttiddt (on parlera alors

[ZC %0} ] VA]JE}vv u v3 o U ul]e P ouvs o}lE- uo ] JP° e« 1}lu

pathologies cardiaques (infarctus, ischémie et insuffisance cardjagjusi que des pathologies
respiratoires (emphyséme, fibrose, r@®e du sommejlbronchopneumopathie chronique obstructive
ou BPCO).

(Jv []JoOp*SE E O[JuKe}ES Vv 0[ZC %} AE] Ve 0 Ce(}v 8]}v
conséquences,[l £ u%eda BPCO est une excellente illustratiBren que ce soit une patholizg
[JE]P]v €& *%]E S}]JE U o W K VvSE v e 0S5 E S§]}ve o (}]°
fonctionnelles d tissu musculaireCes modifications entrainent, dans des formes modérées a séveres
0 W KU pv 8SE}%Z] upe po |/EPE «%mw oo[[ju¥}viu] U 0 <u 0]
Al & [uv o A 8]}v o Eu vs (@V8rquiket al. W@ ate] &t al., 2014Face a
cet alarmant constato @& VvSE v u v éstupdulil(ihd@spensable a toute prise en charge
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thérapeutiqgue chez cepatients,avec des niveaux de preuves élev€gpendantjl reste un grand
nombre de sujets touchés par cette pathologie restant insensiblece type de protocole de
réentrainement musculaireDe rombreux praticiens, cliniciens et clobieurs ont placé cette
défaillance du systeme musculame ~p & e (MSUE=* SCE&E ]S u vSe 5Z Jhattent@ S <t * %o
dans la mesure ou une importante atrophie musculaire est le premier facteur de risque de
mortalité/morbidité avant la fonction respiraire (Vialtais et al., 2014 Patel et al., 2014 A ce jour,
plusieurs hypothéses restent inexploitées ou insuffisamment abouties pour comprendre totalement
les mécanismes complexasduits par 0[Z C %o } A | H ¢ ]Jv W <CeSPourtangieupeo | E
meilleure compréhension de ces mécanismes intracellidgermettrait de mettre en exergueale
nouvelles stratégies thérapeutiques et donc de permettre, a tenme,meilleureprise en chargeles
patientsBPCO, notammeriés plus sévérement touchés.

Letravail présenté dans ce manuscrit vigea mieuxcomprendre et(ii) acontrer les effets
oS & - o[ZCAH{ZA Y } =] E %o,(ESS trhvpux étant effectués sules cellules
musculairea v HOSUE X >[} i 3]( %o E]V [% 05 [ v%C}iS Sepd@dntely E o
[uv e o[ ¢} ] S]}v %oOUe-JupeEEE ¢VvS@&[ SE}%Z] lauduelte $t@Es) S o
mécanique, la supplémentation nutritionnelle /et la réoxygénation de cellules musculaires
atrophiées consécutivaent a une exposition a des taux fien inférieurs a la normale. Pour mener a
bien ce projetil nous a fallus}us [ #@&tre en évidence les points communs et/des
JA EP v ¢« VvEE ](( & v8e u} « []v u 8]}v 0[Z CsxaystljairseE pv u} o
culturee. A v8 [ E%}*s E o u $Z} }o}P] § o[ ve u O e (E *p0S S V}e
revue de littérature sera exposée. Nous aborderons dangramier tempsune description détaillée
de la structure et du fonctionnement du uscle strié squelettique. Nous examinerons ensuite les
](( & vS8e % &} eepe E PpuOo VS 0 U ¢ upe po |E S 0[Z}u }*8 ] %o
consacré aux adaptations de la cellule musculaire dans un milieu hypoxique. Enfin, nous analyserons
les dfférents types de contrenesurespotentielles o[ $E}% Z] upe po JE v o]l v A o0[Z
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|. Le nuscle striésquelettique

I.1. Anatomie, structure et composition du muscle strié squelettique

Le muscle squelettique est un organe composé de longues cellules striées et plurinucléées
appelées fibres musculaires, se rassemblant parallélement entre elles pouerfoies faisceaux de
(]  «» upe po JE& U ¢ EvV] E*+ & 35 Z vS o0} % E =+ S Vv }lve }v
fibreux hautement résistast Fibres, faisceaux et muscle sont entourés par différentes enveloppes de
tissu conjonctif. Chaque fib est ainsi recouverte par une fine couche de tissu conjonctif appelée
endomysiumV o ¢ (] MWA Uupe po J]E U }Iu%ele ¢ [V 1T 1v %oO U] U
Upe po JE » & PE}P% * % E 00 0 U VSU *}vSsS «p vSs uABle deSt U E * %o
faisceauxest entouré par un tissu conjonctif externe appelé épimysium, ce dernier étant constitué
majoritairement de collagéne&/ Jo <5 o % E&}o}vP u v38 pu S v }v % E&u §5 vS o
couches de tissus conjonctifs ont un role de prtitat et de support structural des différents
composants du muscle squelettiqueoftora & Derrickson, 20) (Figure ).

hv E « p A e puo E]- Ve 8§ A 0}%% % E }UES o[ ve u o
o[ % ]JuCeJuu M % E]JuCe]puX >s sodt drganigégEen und® miiitude de capillaires
eeflE v3 0 A e po E]e §]}v o[ v JuCeJpu 3 ]Jve] o %% E}A]+]}vv u v
nutriments de chaque fibre musculair@ ¢rtora & Derrickson, 20)AFigure 1¢X >[ ve U O L S]eep
conjondif est richement innervé les nerfs arrivent au périmysium et se terminent en ramification
% }u®& }vv € o i}v S]}v v uE}lupe po JE X >[puv]sS Uul}SE] U }lu%o}e [
UHe HO JE « <p[]Jo Jvv EA U <epE o0 3@ indispengable Julasddhiraction E A
musculaire fflall & Sanes, 199dFigure J.

I.1.1. La fibre musculaire

Le muscle strié squelettique est constitué de nombreuses fibres musculaires disposées
parallelement entre elles, la fibre musculaire étamf pv ]38 OOMO J]E M UMpe O X "uE 0 %0
la fibre musculaire est une longue cellule cylindrique, pouvant mesurer entre 10 ghi@@ diametre
et une centaine de micrométres a plusieurs dizaines de millimétres de longueur. Aussi appelée
myofi E U oo 3§ v3}luCE [MV u u E v %00 Toudrgu& DeoicksoE 2097 uu  ~
(Figure ). Ce dernier abrite le sarcoplasme contenant les nombreux noyaux cellulaires accolés a la
membrane plasmique, les mitochondries nécessaires a la productiq v EP] § o & 8] poy
sarcoplasmique, compartiment de stockage du calcium. Enfin, chaque fibre musculaire est composée

[V vs v (1 A (Jo u vie }v3E S5]Jo *U 0 « uC}(] EJoo X
[.1.2.La nyofibrille
>[ *%o intracellulaire contenant le cytoplasme de la fibre musculaire est occupé

principalement par les myofibrilles, regroupées parallelement entre elles et parcourant toute la
longueur de la fibre. Pouvant mesurer entre 1 @t de diametre, les myofibrilleoat le fondement
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de la propriété contractile de la fibre musculaifeo(tora & Derrickson, 20)qFigure 1) Plusieurs
éléments nécessaires a la contraction musculaire sont directement en contact avec les myofibrilles.

Tendon

Plan transversale
Tendon

Os Muscle
Périmysium
Endomysium

Faisceau

Périmysium
Fibre musculaire (cellule)
Périmysium
Endomysium
. Perimysium

Faisceau Motoneurone
Capillaire sanguin
Endomysium
Noyaux
Fibremusculaire

Striations

Sarcoplasme

Section transversale
Sarcolemme
Myofibrille

Filament

Réticulum sarcoplasmique
Sarcolemme

Myofibrille
Sarcoplasme

Noyaux

Filamentépais de myosine

Filament fin chctine
Tubule transversale

Citerne terminale

Mitochondrie

Sarconere Strie 7

&IPUE i W "SCEM SUE M UMe O e*<pd O SS]J<pu 8§ }JEP v]e S]}v 0 (] ® upe p
2017).

> o u]S} Z}v €] * % Eu SS vS 0 % E} n S]}v [ v EP] }uu o[ dWU ]v
des myofibrilles Davydov et al., 1993 On trouve également accolés aux myofibrilles les tubules
transversauxKigure J ; aussi appelés tubules T, ce sont des invaginations du sarcolemme permettant

o] }v u 8]}v o[ A ]3Smdramne des dibres maculaires Block et al., 1998 Les

myofibrilles sont recouvertes par le réticulum sarcoplasmique participant au stockage, a la libération
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et a la recapture du calcium. Ce dernier est concentré spécifiquement au sein de citernes terminales
disposées aux eéémités du réticulum sarcoplasmiquBlpck et al., 1988X >[ EE vP u v8 <5 § 0 «<|
SU puo d 3 VvSIUE % &E MAE ]85 &v ¢« § EGu]v 0 U (}E&uU S]}v %o %o
propriétés contractiles de la fibre musculaire, les myofibrilles sgnte 313y ¢ [uv & % S]S]}v Vv e
de sousunités contractiles appelées sarcomeres.

1.1.3.Le @ircomere

> ¢« EJUE E %E&  vS o[uv]d }IVSE S§]o . o (] & upe
uC}(]Jo u v8e (Jve [ S8]v 8§ u @é yosiney &es pviééines contractiles permettant
0 PoJee u vs . HAE (]Jo u vSe O[pv *uE o HSE U }vv vS Jve]
contracter Figure22 X hv « € }u E ¢35 o0]Ju]S % & o[ *%o lu% E]e VvSE [
correspondant aine zone dense en microscopie électronigtie % &S S [ uSE&E e oS(E] » U
[ ~]*}SE}% I Vv o ]J&E -+ ¢S (] ouvs }o}lE Hu] E} }% S 3 E
bande A (anisotrope ou bande sombre) constitue Ilgipalu sarcomére ol se superposent a la fois
0 ¢ (Jouvse (Jve [ S]v 8 0 * (]Jo u vsSe %o ] UC}e]lv X > 1}v , 3§ |
seuls les filaments épais de myosine sont présents. Au centre du sarcomere, la ligne M correspond a
la régon ou les filaments épais de myosine sont liés parallelement entre eux. La structuration
spécifique et réguliére des myofilaments fins et épais en succession de stries et de bandes confére au
sarcomere la caractéristique de striation proprexawsclesstriés. Au sein du sarcomere, les filaments
(Jve 8§ %o ]* *}vS Je%o}e » % E}AL]JU]S of[pvVv o[ USE % E&u $5 vS o
contraction musculaireHigure 3.

Figure2 "SE&un SHE P v E o o[pv]s (}VorSduerte muscle pstuelacha (A) ou contracté
~ « ~u} 1(] [ % @& « D » Z CEU T1iiiX
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[.1.4.Les nyofilaments

I.1.4.1Les nyofilaments épais

La myosine est la protéine principale formant les myofilaments épalie est constituée de

deux chaines loules de myosine auxquelles sont associées deux paires de chaines Iégéres. Les chaines
OJUE - uCte]v }vsS o pEe* <p p ¢ VE}HO * Vv }p o0 Z 0] o[puv +pd
deux tétes globulaires)raig et Woodhead, 20)@Figure 3. Cestétes, }EE *%o}v VvS o0 £SE u]Ss
terminale des chaines lourdes de myosine, sont associées aux chaines légéres de myosine et possedent

o ¢]8 o 0] 1*}v. A o[ 8]v & o[ dWU =+¢ v3] 0 o0 (}EuU 3]}V * %o
épais et finsGelfiet al., 201) (Figure 3. Les extrémités€erminales des chaines lourdes de myosine
A}vE }JveS]SpH E 0 o < [ * uC}e]v U <p]l » 0] v8 % E oo o u vs VSE
sarcomere au niveau de la ligne M. Les tétes de myosine oppoppes| o[ USE +}vsS }E] vS -
direction de la ligne ZFgure 3. Les chaines légéres sont composées de deux chaines légéres
régulatrices (phosphorylables ou MLC2) et de deux chaines légeres essentielles (non phosphorylables
ou MLC1). Un duo de chaqubaine (régulatrice et essentielle) est situé au niveau de la base de
chacune des tétes de myosiné/érrick & Spudich, 198TFigure 3. Les chaines légéres de myosine
E Puo vs o[ 3]A]8 JVSE 8]Jo % & o }v3E€0o p u}iakt aingis 0 S!¢
*lv Jv§ & S&]}v A o &]v X

Figure 3: Structure et organisation des filaments épais (chaine lourde) de myosine.
[.1.4.2.Les nyofilaments fins

> e uC}(]Jo u v3e (Jve [ 8]v +}vs 85 Z e+ pu Vv]A 0 *3E]
sacomere(Figure2) X > ¢ (Jo u vSe (Jve *}vS lu%o}e -« ME Z "ve [ S]v o
%}uE& (}JEU E pv  }p o Z o] X u VvVSE M e]Joo}v 0 *%]E o [
SE}% IUCte]v U s<cu vE 0 ¢ ]85 0] §epbv WGEIE]vA] F}¥%o %o}e VS Jve]
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interaction (licker et al., 1992 le complexe degroponines est constituéde 3 sousunités: la

troponine T, qui fixe le complexe des troponines a la tropomyosinegchat et al., 19y {Figure 4 ;

la troponine IU ¢« 0] vS§ o[ §]v uv] & o] HifoSihe et ce a de FibleS] v

concentrations calciques (rendant aimsipossible la formation dpont actinemyosine responsable

de la contraction du sarcomere}pmes et al., 2007 et enfin, la toponine C, ayant une forte affinité

pour le calcium issu du réticulum sarcoplasmique. Un fort taux calcique au niveau sarcoplasmique va
VEE v E pv E Vv(}E u vs o[]JvS E S]}v VvVSE o SE}%}Vv]v S o
Jvv £]1}v AS]Jw[X Z VP u vs§ JW(JPUE 8]}V % Eu 3 o A E o[]vZ]

/| *u@E& o o] Je}v of] 8]lv. A o0 uC}e]v VvV % CEu 35 v$§ % }e]15]tvv @

us<pg E o ]85 []Jvs & 3]}v mdsihe @dmeslet al., 2092

Figure 4 Modéle de 'organisation moléculaire des troponines (Tn), de la tropomyosine et de I'actine dans le
filament fin du muscle squelettique et modification de la conformation du complexe troponinepomyosine
modulé par la présence calcium (Ca

% E « A}E E]S o[}EP v]e 8]}v ¢SEU SPHPE 0 S 0 }u%}e]S]}v MU o C
contractile de la fibore musculaire, nous allons aborder plus en détail les différentes étapes de la
contraction musculaire

[.2.Le mécanisme de la contraction musculaire

[.2.1. Sfnervation

>[]vd E §]}v VEE o0 *Ce3u vV EAPAE § 0+ (] E » upes po |E
contraction musculaire. Chaque fibre musculaire est reliée a un neurone moteur ou motmeguro

0 <g o Jvv EA pv upos]dpu (] & »« upes po JeEbranthesBxanges Eu | |E
o[l £5E u]s Z<<p @EvZ FAE}voUo SE veulee]}v p *]Pv o v EA
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(& % & o i}v S]J}v v uE}upe po J& X >[ ve u o e (] & « upe po ]cC
motoneurone constitue une unité motric&igure 3.

Figure 5W ~ Z u o[uv]S Uul}sSE] s 0 i}v Sléwflechesthjeues rpmré$€hteHt la

stjupo S$]}v M u}sS}v HE}V U o * (0 Z » E}IYUP ¢« E % E * vS » 0 JE S]}v H <]P
> «]Pvov EA pE ]E po SE A &« o[ £}v U 0}VP % E}o}VvP u v <u] u EP
est recouvert de la gaine de my#e qui permet une conduction 20 fois plus rapide.

.2.2.Lep}S v§] o [ S]}v

Le systéme nerveux central envoie un influx nervdaxo ¢« u}sS}v HE}V ¢ ipde<u[ o i}v §
V LE}lupe po JE % E&u 55 vS o o] & S]}v ol S8Co Z}o]lv % E o ¢
neuromédiateur se propage au niveau de la fente synaptique pour se fixer sur son récepteur situé sur
la membrane plasmique de la fibre musculaire, entrainant un changement de conformation du
récepteurcanal, les flux sodiques et potassiques au niveau de la plague motrice conduisant a une
dépolarisation de la membrane de la fibre musculaire. Cette dépolarisation appelES vS] o [ S]}v
e % E}% P o0 O0}VP pn ¢ E }o uu %op]e ¢ S HO o SE VeA Ee o ipec
sarcglasmique, provoquant ainsi la libération du calcium?{Céa des canaux calciques vers le
cytoplasme Jayasinghe & Launikonis, 201Bigure6).

[.2.3.Le Ble du calcium

$ E %}e upge po JE +§  (E cofcéhtiationdnti@cejiulaird eh a

S SE}% IuCle]v ¢ ¢]Sp vs vsSE M e]Joo}v 0 *%]CE
o[]Jvs CBu ] ]&E 0 SE}%}Vv]v [ 0 o ¢]8 o oflripettat al., WNFLYUr v o[ §
4)X > tonAdu taux de CA JvEE ooupo JE 3 o[uv +* o u v3e o0 0o v
squelettique. Une fois le calcium libédu réticulum sarcoplasmique, il se lie a la troponine C,
entrainant un renforcement de la liaison entre les trois sonigés de troponines, provoquant ainsi

10
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une modification de conformation du complexe troponittepomyosine Figure 4. La tropomyosine
. %0 O * %0}*]S]}v o0}<p vS8 % & o[]vS Bu ] ]CE 0 SE}%}v]v
fixation entre lest § UC}e]v S 0o e uC}(]Jo u v8e [ SPwuXlatrogdnBeL]}v u

C

vP v & P ouvs pv o} o]e §]}v o0 SE}%}v]v [ e %}*]8]}v 1

migration & la fois de la tropomyosine et de la troponine | aura pour conséquence une fixation totale
o 8!8 uCle]lv Tripgt eBdly 199y (Figure 4. Ce pont actinenyosine rendu possible

grace a[]}1C&" % Eu § []v]8] E o E IUE Jee uvVvS ¢ o E }u E + }v ule

musculaire.

Figure 6. E ]ee v § % E}% P S]}v Y %}S»S] 8CH BJoyX o] CE pH u}Sliv pE}v -
a travers la fente synaptique et se lie a son a récepteur situé sur la membrane plastrgee. % }S vS8] o [ S]}v
se propage le long de la mémane plasmique et des tubules3s > % }S vS§] o [ §]}v ov Z o 0]
des ions calcium Egprésents dans les citernes terminales du réticulum sarcoplasmifjug concentration des
ionsC& pPu v§ o[]vS E] uE 5)uLa dentidition vaseXdéclencher par glissement des filaments,
les filaments fins (actine) étant tirés vers le centre du sarcomeére par les tétes de myosine des filamen® épais.

% E » 0 (]v U %}3 v3] 2estreé&pté dans le réticulumascoplasmique?) Les ponts actine
myosine vont se rompre, permettant ainsi le relachement des fibres musculaires.

[.2.4.Le gcle du pont actinemyosine

La fixation du calcium sur la troponine C, provoquant le démasquage des sites de liaison de la
myoe]v o[ S]v U % EBu § pAE S!S o uClelv e 0] E pAE (]JOo u vSse
et ainsi initier les différentes étapes du cycle attachermen8 Z u vS$§ 0 uGCle]v puCE of
(Figure X W E o e*n]S U pv ulo platétddd Wyosing]éBtramardEune diminution

11
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o[ ((lv]s o uC}elv. o[ 8]lv 8§ o JeeLJ-BUIX > %B]AIS Spw -
5§18 uCle]v Vv8SE 'v 0[ZC E}oC- o[l dW v puv ulo po [ Vv}e]lv
phoe%Z § JVv}IEP v]<pg ~W]eX §§ SE& ve(}E&u §]}v o[ dW % E}A}cu |
myosine de 45° & 90° et la liaison de cette méme téte de myosine sur un autre site de fixation du
(Jouvs [ 8]lvU & v§ ]Jve] pv mypshne. L B}vEE 3J}v of] W 3§ u W] ]\
MV Jv o]v Je}v 61£ ORAE o §!§ uCle]Jv U Vv3E ‘v v A 00 O
direction de la ligne M du sarcomergigures2 et7¢«X v (( SU o0 * (]Jo u vSe (Jve [ S]v e« C
de plusen plus de la ligne M (centre du sarcomere), entrainant ainsi un raccourcissement des bandes
| et un rapprochement des stries Z avec une disparition des zones claires. Méme si le sarcomere rétrécit
0}E&e+ M4 Po]*e uvs « (]Jo u v3e [ I&8lpaguedr de ce€ defierlireste inchangée
seul le degré de chevauchement vafiégre 2B (Frontera et Ochala, 20)5

Figure 7W > ¢ J(( € v§ ¢ S % * u}o po JE - o[]vs & S8]}v VvSE o S§]v S
contraction et au raccoE ]e¢* u VvS§ e EJUE ~[ %E »« &E}VS E S K Z o U iiifieX

[.3. Le phénotype etlespropriétés métaboliques des différentes fibres musculaires

La constitution typologique de chaque muscle squelettique est adaptée a sa fqrztiome
o u ]Jvs] v 0 %}*SUE U o o} }ulsliv ip o E *%]E SJ}vYX Kv v}iu
(] ¢« upe po JE » ~o0 vS U E %o] § Jvs§ Eu ] ]JE& « <u oO[}v % HS
caractéristique de couleur (rouge ou blanckieigure8), de leurvitesse de raccourcissement (lente ou
rapide) etde leur propriétésnétaboliques ~} /£ C S]A }u PoC }oCS8]<u *X >[ ve u o
confére au muscle sa spécificité physiologique, avec une prédominance spécifigugpe de fibres
musculaires.

I.3.1.Les ifbres de type |

12
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Les fibres de type | de petit diamétre sont qualifiées de fikentes; elles sont stimulées par
un motoneurone a basse fréquenc¢entre 10 et 20Hyet sont caractérisées pame contraction lente
de longuedurée allant de 50 a 10@s. Elles constituent principalement les muscles demandant une
activité contractile prolongée, comme les muscles responsables du maintien de la posture. Les fibres
de type | se démarquent également par un réseau capillaire satr@gidéveloppé, leur donnant cette
couleur rougecaractéristique(Figure 8, et permettant unstockageriche en myoglobine assurant un
apport rapide en oxygeneél(ishmerick et al., 199{Tableaul). Ce type de fibre se caractérise par des
molécules de myokv %o @E ¢ v3 v3 pv (] o $]A]8 dW e¢]<p U [}T o A]S -
On observe également un nombre important de mitochondries caractérisant un métabolisme oxydatif
aérobie prédominant rustrup et al., 2004 Leur métabolisme oxydatif allgé unfort rendement
énergétique leur confére une résistance a la fatigden(ei et al., 2004

&IPUE 6 W }u% SE veA E- o [pv
squelettique observé au microscope optique
aprés précipitation du produit de la réaction
ATPase des filaments épaide myosine.Les
différences teintes de colorations correspondent
o[ 3]JA]S dW ¢ % ](]<u Z <p 8C
fibre : les fibres rouges représentent le type |, les
fibres roses représentent le type IlIA, et les fibres
blanches représentent le type IIB.

[.3.2.Les tbres de type IIB

Les fibres de types IIB ont un diameétre supérieur aux fibres de tygéeks sont stimulées par
leurs motoneurones sur de haute fréquence {@la a 100Hz) et sur une duréke contraction
relativement courte (inférieure a 4@ns). Bien que ce type de féd® présente une capacité de
contraction rapide, elles sont peu endurantes. Elles sont principalement utilisées lors de mouvements
volontaires réclamant force et vivacite¢hwaller et al., 199{Tableaul). Les fibres 1B comportent un
réseau de capillagr sanguin moins dense, avec trés peu de myoglobine, donnant leur apparence
blanche contrairement aux fibres de types (Figure 8. Fibres au métabolisme glycolytique
prédominant, leur faible capacité oxydative et leur haute teneur en glycogene permetgmoduire
plus rapidement d ATPvia la glycolyse anaérobi¥ o % @&} p S]}v [ ] 0o S]«u Jve]
% E} U S]}v ullv E [ dW ~ v }u% & ]J*}v 0 % E} g S]}v [ dW Jeep
la chaine de transport des électrons du system@eobie des fibres de type I) sont ainsi responsables
de la fatigabilité des fibres de type lIBr(strup et al., 2004(Tableaul). De plus, les fibres IIB sont
constituées de chaine lourde de myosine avec une forte activitté ATPasique, responsable de la
pE} p S]}v [puv  }VSE S]}v E %] X
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1.3.3.Les ibres intermédiaires de type IIA

Les fibres de type IIA sont richement approvisionnées en myoglobine, présentent un grand
nombre de mitochondries tout en possédant une forte capagjtg¢colytique Tableaul). Leur
métabolisme mixte et leur activité mitochondriale placent les fibres de type IlA entre les fibres de types
| et lIB, leur permettant ainsi de produire une contraction a la fois rapide et pouvant durer dans le
temps Gchiaffim & Reggiani, 20)1

Tableaul : Caractéristiques des différents types de fibres présents dans les muscles des Mammiféres
~ [ % @& ¢ '"uv Ee* vU TiiieX
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Il. La pasticité musculaire

hv upe o V[ *8 % ¢ }ves]Spu (] & « upe po JE& « [uesukepo S u'lt
deo[ ¢<} ] S]}v MAE }U SE}]s SC%o (] € ¢« J(( & vS ¢X > ¢ % E}% }C
U e ]Jv [uv ulu upe o J(( & vS v t(gotiod Jrhusculaie a produire, conférant
ainsi au muscle sa spécificité en fonction du type de fibre prédominant. Le typage, la taille ou le volume
[UV upde 0 V[ S % * (] o0} E- e}lv A 0}% % u vS u Je 3 Jv(op v
physiologijues ou pathologiquedépendants euxu!u « [pv }vs £5 VA]JE}vv u v 0 ~ 0!
mode de vie &ctivité physiquaéguliére ou inactivité physiquejégime alimentaire (hyper protéiné
ou carences en protéines} § | Agorrhones circulants

Il est & nter que o[ 3]A]S % ZCe]<pu % Eu § }v 18]}vy E 0 % Z \
musculaires ainsi, une activité contractile contre une grande résistance entraine une transformation
partielle des fibres de type | en faveur des fibres de types 1IB. De mémegctiviéé physique dite

[ v uE v ( AYE]* o SE ve]3]}v e (] & - §C% [/ KifgeE& « (] &
Andersen, 200)/ On observe également un changement sur le plan métabolique avec une évolution
des fibres au métabolisme glycolytig vers un métabolisme oxydatiRickl et al., 200; Simoneau &
Bouchard, 198p Au contraire, [ZC %} $]A]3 U § oo «<u[pv Juu} Jo]e 8]}V }u pv o]
% E}A}Ycu VvV % ES] po] E pv  SE} % Z] e (k tBnIitiondegfitdbes lamtes 1S]}vv
vers des fibres rapides.

La masse musculaire squelettiqgue est régulée par un contrdle dynamique des processus de

syntheése et de dégradation des protéines. Au niveau moléculaire, le bilan protéiquea-diestle
ratio entre la syntheseet la dégradationdes protéinesne fonctionne pas comme une opération
binaire (synthése ou dégradatign mais est plutt comme une somme de plusieurs processus
fonctionnant selon des réseaux de signalisation intracelluib@utement interconnectés. La

}PE Jv S]}v o[ ve u o e E « uk * ] P homEestakler prot8iquéo %o 0 h
(Morimoto et al., 2014 X > }vSEE€o 0[Z}u }eS o] % E}S J<p 8§ }u%o A&
traduit par des changements phénotypiques au fil du temps. Gha&tgape ou processus des voies de
signalisation responsables de la synthése de ladégradation des protéines un impact sur

0[Z}u }*8 ] % E}S J<pu X hv ¢SE ¢ A}P Vv }pu v 3IP Vv % pus vsSE v E
synthése / dégradationen & pE <}]3 o[ v }o]Jeu }u 4 8§ }o]eu upe po JE X

II.1. > ypertrophie musculaire

Au cours de l'activité physiquedguliere les muscles subissent des facteurs de stress
spécifigues pouvant a la fois perturber 'hnoméostages composants structurekst fonctionnelsdu
musclepar desajustemens hormonaux @gtivation neuronale etles perturbations métaboliques
(Fluck & Hoppeler, 2003 ©1 }uE-* o— £ ] Uo[veuo e Z VP U vSe %oZ(
enfonctiond o[]vS$ deiemps etde lafréquence de la pratique sportive. Avec I'entrainement en
force, le stress et la charge mécanicqg@t dominant, tandis que pendantin exerciced'endurance,
le stress mécanique est faible mais les perturbations métabadiqué en découlet peuvent étre
importantes et prolongées. Ces stress subis pendant l'activité phyklquet o <p *}]S 0o SC% [ §]
sont limités dans le temps. Cependant, ils ont déclenché une série d'événements moléculaires au sein
des cellules muilaires qui visent a préparer et adapter le muscle a des événements futurs similaires.
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Ces adaptations spécifiques au stress mécanique aungliorent les performances &srendements
des musclestriés squelettiques sollicite }v 18]}v «p  «e[sdi r@guljer et répété dans le
tempscommelors o[ VSE Jv U VS % ZCe]cu X

[1.1.1.La ¢imulation mécanique

Nous avonsprésenté précédemmentp@ragraphel.3) que les fibresmusculaires sont
fractionnées en plusieurs tygede fibres, de nature et de caractéristiques différenteleurs
E 3 E]*8]<u * %}pA vE Alop E ve ESJv e }v ]8]}ve Juu o0 % E
physique. L'objectif des programmes d'emfinement physique est de développer des habiletés
spécifiques proprea la pratiquegrace a la plasticité musculajgour ainsiaugmenter la performance
Po} o o[]v JA] uX

L'entrainement physique, pades stimulations mécaniques répétéeaméliorede maniere

globale les performances physigues, et ce en partie grace a une augmentation du diametre des fibres
musculaireggrace aun processus appelé « hypertrophie »[ uPu vsS §]}v o §]oo * UMe
squelettiques o] Vv}S uu vS o %x€Ecicek«e rédistancest due a une augmentation de
la surface transversale déibres musculaires individuelles. Des études chez les rongeurs ont mis en

Al v «<«p o[ pPu vs§ §]}v 0 § ditagsocigesa ue fdgmertation du nombre de
fibres musculairesce processus est appeléwperplasie» (McCall et al., 1996Tamaki et al., 1997

(1v E]JE o[ veuo e ( Sde (& pladEicieudu SugsEquelettique, nous
commencerons par examiner les fondement physiologigee morphologique de I'hypertrophie
Ude po JE  }ve HSJA KV $]A]8 % ZCel<p [V PHE Vv 3 E ]38

vepl]d o A E] ]o]s 0 %0 *3] 135 upphygiqué Bce & devariafipns dE ] A3
régime alimentaireou suite a deshangements de la régulatidrormonale.

1.1.1.1. > % S ol] v8§CE vuvs &}] *HE O0° % ]S e }AEC

>[ V8 ‘vuvs v E}] - E § EJ]* uV]A pupe po JE % E o
inteve]S }VEE S]}v % E&u §S vS [ }Ju%o]E& pv ((}ES % E}o}vP X
% E]V ]% 0 u vS spuyE o ( pOS o] OouO * CvSZcegiso@ntend [ d W u

MV %% }ES S pv pSlde]tacdhlaptimale [p€E o OOMO UMe pO JEDes}E- o[
études ont montré que le pourcentage de fisrge typel peut étre augmenté en fonction du type

[ VSE v u v§ %/M(E0S$kal., 201 Ainsi, un travail sur ergocycle a une intensité de 70% de
la puissace maximaleaérobiependant 30min, cing foispar semaine pendant 6 semainesonduit a
une augmentation de 12% du pourcentage de fibres de typéolvfld et al., 198 tandis qu pv
entrainement par intermittence de haute intensité en course a piedrfgporovoque une conversion
des fibres a contraction lente en fibres a contraction rapig@din & Jansson, 19p La pratique
E Ppo] E [uv §]A18 % ZCe]cp 3 @>Pe des\adagFationsiui pEMettaat

H UMe O <<t 0 $3]«¢jrun[mé&abollEme énergétique a prédominance oxyadafDurante
etal., 200} Figure9)U E epos v8 [uv HPu vs S]}v O £%E ]}V % E1}S ]
avec le métabolisme oxydatib(rante et al., 2002 ; Gundersen, 2011

>1Ees [UV ((}ES % ZCe]cpu o}vPUu HE U }v }lved § py Ju%}ES
83 Ju]lvus]lv p 8 u&E [ dW JvSE oopo |E r@oENR/ATR, anec piiar E S p E
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Ive <u v o[ 3]A 8]}v M ¢ ve pE v E R prptéine AMBKvoiropagagrapghe

.3.4). >} E- ol £# E] U o[ DW< ]vZ] 3}us [ }JE o A}l e & (}v
}veluu SE] ¢« [ dWU S 00 ¢ <u 0 % E}S }b@yE2tal, 2900 ; Rdie}i® v « ~

Ruderman, 2000 PuisJ Ve UV ¢ v 8§ U% U 0 <SJupo 8]}v o[ DW< % E&u 8§
% |5 ¢ }AEC S]A - 0 oopo U v % E]A]Jo P] v8 o[}&EC S&]}v -

(Dzamko et al., 2008 ; Lee et al., 2ptout en favorisant la biogenése mitochdmale (rrcher et al.,

2003 ; O'Nelll et al., 2011 ; Zong et al., 20Fgure9). Des études ont montré une augmentation du

A}lopu 3 o S ]oo e ul8} Z}v E] + S o[ 8]A]1% wul3} Z}v E] o 0

en endurance Hawley, 20Q ; Hood, 2009 ; Irrcher et al.,, 2003>[ v8& v u vs v Vv uE v
vP v E puv E}]ee u vs o[ VP]}P v S puv E u} o P Ju%}ES vs

muscle squelettiquel(cAllister et al, 2005 (Figure9). Ces adaptations mitochondriales eipdlaires

conférent aux régions musculaires richement pourvues en fibres de type | une forte capacité oxydative

(Laughlin et al., 2008 ; Rossiter et al., 2005

Figure9W (( S [puv VvVSE v u vs§ SC% & ¢]*S v }u Vv p@&Schémgtishtian *C*S u
de la cascade des voies de signalisation intracellulaire impliquées dans la synthése des protéines du muscle
myofibrillaire et biogenése mitochondria{iéche et trait discontinu rouge représente la synthése myofibrillaire

; fleche et trait discontinu vert représente la synthése mitochondriale).
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1.1.1.2. > % § o[l VSCE v uvS v E *]J*Sv esuE 0 U °*°* Uue* |

Contrairement aux 3]A]8 ¢ [ v HE v U o[ V3E v uvsd v E *]*3 v ]v]?
des changements au niveau structural du muscle. Il est bien établi que la contraction musculaire contre
résistance conduit de maniére systématique a une augmentation du volumdafatee musculaires.

Des études montrent que des exercices en résistance a haute intensité induisent au niveau du
guadriceps une augmentation de la masse maigre, un accroissement de la section transversale des
fibres musculaires, et un important développent de la force musculaire avec une élévation de la

}JVEE 3§]}v A}o}vS JE u £Juo 8§ o[ 3§]%e)dneset al EJTCYRAE %o Z]<p  ~
al., 2009 (Figure9e« X 0 °u]S [uv vSE 'vuvs v (}&E U o - %8S S]}ve S
*[}% E vS % E]V ]% 0 u v§ «uCEleor suffacéEde sectiSrCt¥ansvefsale augmente,
caractérisant une hypertrophie des fibres, leur donnant la capacité de résister a des contraintes de
plus en plus élevéestmpos et al., 2002 ; Krygeradt, 2007 ; Verdijk et al., 2009

Lorsque le muscle squelettique subit une contrainte mécanique de haute intensité, ce stress

aura pour conséquence de générer des stimuli au niveau des cellules musculaires constituant les
myofibres. Cette stimulation rpvoque une suractivation des facteurs myogénigues, entrainant

o[ pPu vs §]}v 0O <u vs]s % E}S ]Jv » }VSE S8]Jo * uC}(] Eloo J]& -U

<u] % EGu § [ E} SE o viu E e E }u E ¢« [ sulwdecate (] E up

activité physique en résistancdsek et al., 2006 ; Paul et al., 2002 ; Toigo et al.,)4Bigure9). La

E}]ee v upe po JE ]Jv H]S %o E 0 ¢ £ E ] - (}&E S JE S u vs
*]Pv 0] §]}v EVvPo]¥d ofu * ]v . OOMO * UUes MO J]CE *U 0[ZC% ESE
SE pl]e vd Jv A8 ouvd % E o %0 U VvS§ O0[Z}u }*8 ] % E}S ]<|
protéosynthése et au détriment des voies de signalisation régulant la dégradationradgsnps
(Schoenfeld, 2010

La voie de signalisation PIBKkt/ ud K Z S 1 vsi(] }uu S vS ofuv e A}] -
eSJupo - o °*u]s [uv vidrde (veir paagraphe: 1I1.2.2) (Bodine 2006 ; Lim et al.,
2017 ; Ma et al.2013 ; Sasai et al., 200LEN amont de la voie de synthése RI2kt/ mTOR se trouve
o[/F1& }ve] & }uu o[uv < ( S pE- E}]ee v C vS 0 %oope []u%e
Ude 0 < 0 33]<p X HE v3 o[ 8]A]3 %Z@édent ddnsole museld g3t plugs/ ' &
élevéetandis queses récepteurs (IGFIR)sont plus sensibles/(dams & McCue, 1998 ; Chen et al.,
2017a) (Figure9). En période de postvSE "v u vSU o «1&t|adensjlili& de ses récepteurs
restent tres élees dans le musclet les effets myogéniquesésultantde cette voie de signalisation
resevd } » EA 0 ¢ igecpu[ 67T Z WE « % E + o Chpvetalgp01F]NGBay % ZCe]<p
al., 2008 ; Nassis et al., 2005

Une étude de Léger et sesliaorateurs(2006)réalisée Z 1 o[Z}uu u}v3E <u[ 0 eu]:
[V VEE v uvs Vv E ]SV UJPV ZC% ESE}%Z] upe hypetE - A
phosphorylation des protéines Akt, G3K § udKZ % v vSU o0 ¢ usS pE-e v[}vs % < }
changement du niveau de phosphorylation des protéines P70S6K -8P4Een aval de mTOR
(o[ ve u o e % E}S Jv e Ui PE - o A}] I | udKzZ =+« E}VvS
paragraphdll.2.2.3.) (Legeret al., 2006 X pn }vSE JE U [ pSE& -+ tr&jaucune/[}vs u}v
modification de Akt, tandis que mMTORRRIOS6K étaient activées suite a un protocole de force chez
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o[Z}uWBurdetal, 2010 ; Terzisetal., 261X 8§38 ] }E& vV [ S]A 8]}v  * % E}S Jv
de synthése résulterait des différencesve o[ £ uS]}v * % E&}S} }o U o Z}) AE .
moment de la journée ol sont réalisés les exercices, le type de muscle mesuré et surtout le temps

}uo  vS3E o (]Jv M % E}S} }o (1 & § 0 ujuvd  %Eeo A u vse
o[ veu o © % E U SE *» %}UA vE » E] pue u v3 Jv(op v E o ¢ }vv e
en découlent.

Z 1l o[Z}uuo *u]s [UV % E}S} }o E VvSE Jvuvs v (}E o}v
on peut observer conjointement une adition de la voie Akt udKZ 8 pv  Ju]lvpusS]iv [ A% E -
du facteur detranscription FoxO1 au niveau nucléaire (voirggaaphe: 111.3.3) (Léger et al., 2006
hv 3p u v Z1lo E}vP uE v 0Ce o0 - effttaemedtochrpmqje€E3e [pv
mois) en résistanc&/ o + }vv ¢ & A 0 VS <u O FE% E <]}V e SE}IP Vv ¢ %
squelettique, MAFbx et MuRFE (voir paragraphe I11.3.2), est significativementdiminuée dans le
groupe de ras ayant suivi les séane [ £ & ] v &anphseval., 2009 Ces données

UIVEE vS§ <p[pv S]A18 % ZCe]<p (JE % ps o (}]* Jv(op v E
v }o]<p ¢ 8§ S }ol<pu o] OOMO Upe po JE X . %o S]tve }v
entrainement en résistance sur le long terme, les effets cumulatifs de chaque séance entrainant un
*}o] Z VP u v$§ o[ <pJo] E 0[Z}u }*8 ] % E}S J<p Vv ( A uE o)

A &}AEKU o0 uC}es S]v S o] uF Ee [dEmMRAgse BupdHairg, R
surexpression de cehai engendrant une importante atrophie musculaik®if paragraphe I11.3.3)
(Baumann et al., 2003Dasarathy et al., 2004Rodriguez et al., 20)4De nombreuses études ont

ujv8@E ««p o[ V¥&E W UE 3 ee} ] Hv € Ppo 3]}v v P §]A of
myostatine Heinemeier et al., 2007 ; Kim et al., 2005 ; Rodriguez et al., 2014 ; Roth et &) (Figure
9). Les exercices en force et de haute intensité, pratiqués sur une I@égioele ou de maniére aigue,
répriment ( }v Juke}®ES v8 o0 * S u&E [ ZEu } VvS %}lHE o0 uCl}es S]lv U <«
(Roth et al., 2003 ; Kim et al., 200bp o[ v]deioemeier et al., 2007 Si FoxO et la myostatine,

U AE e O U VSe O ¢ * %o E} eeoue % E}S }oCes U ¢}vS E % E]Ju <« 0
E ]S v U 0 *uPP & o £]*S v [Uv JEE& o S]}v VSE 0[ZC %o ¢
o[ 3]A]3 % ZCe]<|ce et | Uexp(gsFion des facteurs et protéines clés des différentes
voies de protéolyse musculaire.

1.1.1.3.>uU% S [pv }vSE S]}v ES](] ] oo <uCE o OOUO UM-e

Juu vipe o[ Alve Ap % E uu v3U o0 ¢ (( See [ VE(EE wa val 0]
Ju% E v v§ e £ E ] - E ]S v W [V UE Vv }vs (15 o[} i §
v}i$ uu v8 ve o[ v 0C- e u Vv]eu < [ %8 S]}ve uto pO ]E ¢ S u 8

musculaire, a la suite de ce type de stimulasidrierdijk et al., 2009 Wilson et al., 201 De ce fait,
plusieurs approchem vitro utilisant des cellules de muscles squelettiques en culture issues de lignée
oopo JE }u 13} %0 ¢ ] Z 1 o[Z}uu }pu o E}VP HEU }vse ces pdjo]e -
](( E v8e u Vv]eu * %ZCe]}0}P]cp « }Lan@eAndeet ab [2@F2 EETrum-et al.,
2017). Plusieurs études ont mis en évidence que les contractions musculaires artificielles issues des
protocoles et programmes de stimulation mécarggpar impulsions électriqueis vitro sont tres
proches des effets et adaptations obsenigsvivo(Nedachi et al., 2008 Manabe et al., 2002 Les
J(( & vSe eC*S u ¢ [ %% & Joo P AE]*S vS§ i}HE % Eu $S vS []vSs
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dec}vsE& S§]}v 0 OOHO UMe MO JE e<p 0 88]<hu 8§ 0° <u oOf]vsS ve]s U
}IVSE S]}vX 0O °*u]s [MV % E}PE uu *SJupo S]}v o SE]J«n pCE
HOSHUE U « 3u * }vs %pn } « EA E U\dnabe e} 6, 0RRine ibérgtion du
O JuuU pv & pun 8]}v o }v v3E& 8]}v [ dW o} E- o }v3E S3]}v |
o[]Jvepo]lv & pv % 135 }AC 3]A  pPu v o %opue] HEs Z UE * %o

électrigue (Nedachi et al., 2008 Lambernd et al., 20)2Une étude de Tarum et ses collaborateurs ont

pu montrer, suite & un protocole de stimulation électrique de cellules musculaires humaines issues du
A 3 03 E oU pv %Z viu v [ZC % .@Endyépdriune hyEephosphorylation

des protéines de la voie de synthéBEK / Akt / mMTOR (MTOR etBElnotammeni, associée a une
HPu vs SJ}v pn ] u SCE e UC}Sp U «CvivCu [ZC% ESE}%Z] upe M

précisent que la durée suivant le programme de stimulation électrique (ce qui correspondrait a la

période de repos postntrainement en résisince in vivg est cruciale ve o[]v n §]}v

u} 1(1 81}ve Ul}E% Z}o}P]<nu U 8§ 00 * <p 0 % E}u}sS]}tv 0[ZC % ESE

squelettiques (arum et al.,, 201¢X >[ ve u O e }Jvv e suPP E vS <gu 0 * % &

stimulation mécargue par impulsions électrigues de modélesvitro sont des modéles pertinents
ve o[ S| e Z VP uvsSe u}o HO ]E& U u § }oJ<p * S U}E%Z}O}PI<cH
*<p 0 SSJ<u VvV E %o}ve ol £ E] X

>[ 8]A18 % ZCe]lcu % @her & phéndtyppsdgs fibres musculairesnsi, une
activité contractile contre une grande résistance entraine une transformation partielle des fibres de
type | en faveur des fibres de types AB.contraireU v S§]A]S % ZCe]lcu ]3iseflav pE v
transition des fibres de type IIB vers des fibres de type | et IIA (Kryger & Andersen, 2007). On observe
également un changement sur le plan meétabolique avec une évolution des fibres au métabolisme
glycolytique vers un métabolisme oxydgfockl etal., 200/ ; Simoneau & Bouchard, 198%es
données exposees préecédemment indiquep o[ VSE v U VS % ZCe]<p XS %0 O [
protéines clés de la protéosynthése tout en atténuant les voies de signalisation associées a la
dégradation protéique~ }A v § oXU 1iiA V '}puo & oXU 1iii V ~v]i Ee 3§
physique représentdonc o[ pvVv e U}C ve []v8 EA v3]}V % }uA vE 33 vy E }u U
u vieu o [ SE}%Z] upe po JE } » EA « ve ES Jv » % SZ}0o}P] X

[1.2. > frophie musculaire

Les mécanismes responsables de la perte de masse musculaire observée dans la sédentarité,

a[itement, le vieillissementou encorela  Z A£] Y % HA vE 13 E s ayeo pdir ligheEp o
mire des perturbations moléculas qui influencent directement le contréle de la synthése et de la
dégradation des protéines des cellules musculaires. La dégradation des protéines au sein du muscle
est un processus indispensable dans le cycle du renouvellement des cellules. Cepenganigran

[ SE}% Z] upe po |E e 0}E* <u O PE S]}v -+ BaEthixlde » <5 C
synthése, ceui entraine non seulement une réduction de la masse musculaire, mais également une
modification de la typologienusculaire avecune JvA Ee<]}v ¢ (] € * upe po JE « ~0 v3 )
(Ciciliotetal., 201X [ MSE * ZC%}SZ » « Alcp vs pv % 15 u}l]lv ] M upe

OOpOo U ]Jve] <pu[pv SE}u 0 H(AeGae8d @t al} v8IEZh&pet al., 20)0Par
conséquent o[ SE}% Z] upe po JE o083 E o0 S]eepm upe po J&E o (}]* *nCE
du volume musculairednais aussfonctionnelavec une perturbation des propriétés contractiles du
muscle.
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J[IXTXIX >[]v §]A]%

Bien que leerme « désentrainement » puisse étre utilisé de maniére appropriée pour indiquer
l'adaptation structurelle et fonctionnelle qui suit l'interruption d'un programme d'entrainement, le
terme de «déconditionnementi ( 18 & ( E v uv v]A pssdus EpAjpMeau de base
journalier recommandé. Cette hypoactivité peut étre observée a la suite de probléme de samse
o (]s8 E 3 E p o0]3 o} E ~oufgnuordiwdohilisation d'wh membre dans un platre
sont des causes fréquesg de déconditionnement et sont suivies d'une diminution de force et de
masse musculairé-(anssen et al., 2002Au niveau physiolague, la notion de déconditionnemest
réfere Hv. E p §]}v ) %]oo E]e 3]}v & o[ #&lusddaires£E£C 3]A
L[IZC%} 3]A]3 le Au[EVU &]% u v3 Sen@aje}wre importante perte musculairde
o[} E @E%a5% de la masse maigre du sujet par semailteHoer et al., 2000/ X >} Ees [Huv § 8§
force / vitesse auprés de sujets alitésr@pplusieurs semaines, on observe une diminution de la
puissance musculaire proportionnelle a la perte de la masse musculaireciii et al., 200).
L'atrophie musculaire, c'estdire la diminution de la surface transversale des fibres musculaires, mai
également la perte de force et de puissantiche principalement les fibres lentesréppe et al.,

2004). Ces der@res présentent une réduction de leur tension, c'@stlire unediminutionde la force
en fonction de la surface de la section transv@sdes fibres, indiqguant un remodelage des
myofibrilles (rappe et al., 2000 L  Ju]Jvus]}v o[ 3]A]3enggnd®E vwo%o@pe [pV
diminution de la proportion de fibres lentes, une transition des fibres musculaires lentes a rapides
(Gallagher etl., 2005 X > & u S]}v o[]vs ve]3 3]&shit & pridewpaux facteurs
responsables des modifications moléculaires intracellulaires menant a une atrophie mus¢igdiee.
atrophie musculaire résulterait d'un déséquilibre entre lathgse et la dégradation des protéines.

] v <p o e MAE CeS u o § }o]J<p e ui HE*U o us}t%Z P] S o—p ]«
activés et contribuent a la progression de l'atrophie, une diminution de la synthése protéique ne peut
étre exclue Broea et al., 201p.

[1.3. La pasticité musculaire et nutrition

Des études rapportent que la quantité et la nature des aliments ingérés sont des facteurs
déterminant dans le contréle de la masse musculair®l(n et al., 2008 ; Scott et al., 201Wne
augmentation de la prise alimentaire journaliére-dessus des valeurs de base calculées en fonction

Ko oe}vud }olcu 8 of 3]AJS %ZCelcp WEWEE cuE of < dALEL
bilan énergétique, provoquant une action conctenite en faveur des voies de synthese (lipogenése,
glycogeneése et protéosynthése). Au contraire, une soagu v3S S]}v %00 O[}EP v]eu Ve U
de déficit énergétique ; les processus anaboliques sont peu a peu inhibés, alors que les voies
cataboliques ¢ E}vS (}ES u vS <SJupo - Ve 0 US [ %% E}A]]}vv E o]
énergétiques issus des stocks endogenes. Ce processus compensatoire se traduit par une élévation de
o[ ve u o « A}] PE S3]}v ~0]%}oCes U PoC }oCes S %@E&}S }oCse -«
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[1.3.1.La pasticité musculaire et nutrition

11.3.1.1. Le jedne

> % E]JA 3]}v A}o}vE |E [ <} E%S]}v SIUS ey eSE § v EP S]«p
correspondant a un jeline alimentajrprovoque au niveau musculaire une atrophie. Les prag
musculaires sont dégradéeta pv U @E S]A 3]}v ¢ «Ce3 u edupmptBhserdeRije 3
en majeur partiea une augmentation de la sécrétion dgucocorticoidegMcGhee et al., 2009Dans
o ulu 3§ u%e+U pv E pu 3]}v protédsyrifjeseSest observée, expliqudar la

Julvpud]lv [ 3]A 3]}v o A}] [ mTOR etpar B]$4F]ulo S]}v o[ DW<U p\

senseur métabolique ayant pour rotke réprimer la voie anabolisante lors de carence énergétique
(McGhee et a].2009.

[1.3.2. > [imentation nutritionnelle

[1.3.2.1. > [imentation riche enacidesgras
En cas d'excés de nutriments, et en particulier les lipides, les réserves en adipocytes (tissu
]% HWAE* vV % HA VS %  *3} | E o[ ve,quiserontdanp®dirigés Jer®d'dotres
tissus comme le muscle squelettique, entrainant une lipotoxicité et des perturbations importantes de
l'utilisation du glucose. Chez les souris €ZI} uuy, une accumulation excessive de tissu adipeux
provogue une dninution de la masse musculaire, appelée obésité sarcopénique. Les souris
dépourvues de leptine, hormone de la satiété, deviennent obéses et présentent une réduction de la
Uee ul]JPE U }u% E o oo } o EA Z 1 o[Z}uu Kdp{e@l.vs -} <]
2009). La majeure partie des individus obéses présentent une diminution dudafibre de typel /
fibre de typell, et ce en faveur des fibreglycoltiques(Tanner et al., 2002 Outre les changements
typologiques, une exposition a longrine a unequantité trop importante Zcides gras compromet
P ouvsS o (}v S]}v upge po JE X Yu *}] £heZ desolA§ saumikesea uhu
régime riche en graissé y aune forte tendance a une réduction de la foroeisculaire Ehortreed et
al., 2009.

[1.3.2.2. > [imentation riche en acides aminés

L'ingestion d pevquantité suffisante de protéines[d E ] Rpwnae }u A P 8§ o 3 [ ]
aminés essentie$ peut jouer un réle important dans les adaptations mua@es. Par exemple, chez
les hommesjeunes il a été démontré que la supplémentation en proténeombinée a un
entrainement en résistance augmentait de maniere significative la masse maigre et la surface de la
section transversale des fibres musculaipas rapport & un placebo non énergétique ou glucidique
(Hartman et al., 2007 Jose et al., 2010X hv  3p Z 1 o[Z}uu Ju% @E uvV o %o %o 0
riche en protéine versusglucides, consommés avant et apres un exercice de résistance pendant 14
semaires. Les résultats ont révélé que seul le groupe ayant ingéépplémenprotéique présentait
une hypertrophie des fibres musculasrde type | et Il, avec une augmentation de 20% et 25%,
respectivement Andersen et al., 2Ib). Une autre étude a égalememompae o[Ju% § *uE o
morphologie musculaire de deux sources de protéifelsctosérum (protéine anima) versude soja
(protéine végétad), pris aprés un entrainement en résistancelguprogrammede 12 semaines. Seule
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lasupplémentation en protéine [} E&]P]v ev]% dEu]s [ phPu vS E 0o u ¢ u ]JPE §
de section transversale des fibres de typeikitman et al., 2007

Au niveau moléculaireon dénombre 20 acides aminésahtandards 9 parmi eux sontlit

ee V8] 0° %o}uE 0 }E%e Zpu JvU p (]S <pu o[} EPevjarduimémeg,v % o0
et devant doncétre forcément apports % E o[ oJu vS SJ}vX > o ] ¢ u]v e e}vs o
Jv 1*% ve o0 o ve 0 ( E&] S8]1}v [uvE%F=}8 Dv e %pSE o SE u S]}v
messagerL[]JvP *S§]}v % E}3S ]vsamjnés esehties branchés vSE v o[ 3]A 3]}v -
protéines clés de la voie de synthése des protéines PR/ mTOR Jewell et al., 2013Sancak et
al, 208, 2010.A o[]JvVA E+ U 0 % VUE] Vv ] e« ulve 3 (3 0uv3d e} ]
considérable de la synthése des protéines musculakesi{all & Jefferson, 2006Martinet et al.,
2005¢ X v e VeU %0Opde] HE* Su + }vS UupnRiE carencg en@roféihes etaehu
acides aminés altére les processus de protéosynthése, avec une inhibition avérée des effecteurs de
MTOR, ainsi que des protéings0S6K et 4BP1 Gallinetti et al., 2013 ; Hara et al., 1998 ; Ma et al.,
2015).

Des@& Z €& Z » *uE o[Ju% S * J(( & vSe ] e+ u]v e spE& o0 °*CV!

gue les acides aminés branché Uu & v Z Z ]v u]v} ] e*U § 0e <p 0o A o]v U
tout particulierement la leucinesont les acides aminés ayant ru%. S u i HE *uE o[ v }o]e
protéique. La leucine a été mentionnée comm@@ant o[ ] ulv C vS 0 %ope Z PuS %o}p

stimulation de la synthése protéique, avec une efficacité supérieure a tous les autres acides aminés
( Zu@E ZA E rs vv 12 $Nootonlet &, 2009 ; Stark et al., 2).1Des protocoles menés chez
o[Z}uu Ju% E vS o[]vP <S]}v }leel}v E] Z u vS epu% %0 U VS v
branchésou en leucine seule révélent que les sujets ayant consommé la leucine présédeseaux

de synthese protéique plus élevés que le groupe supplémenté en acides aminés essertials ¢t

al., 2006 ; Koopman et al., 200'De nombreux protocoles de rechercté&lisésin vivo(que ce soit

par ingestion ou par injection) @ vitror %o %} &S vS <] e }v VE@EsEIRBCAB A
(leucine, isoleucine et valine) provoquent une hyplosphorylation de mTOR et de ses cibles en aval,
4EBP1 eP70S6K, permettant un accroissement important des taux de synthése de protisinsles
musdes squelettiques Atherton et al., 2010 ; Chen et al., 201 Gran & Camero®mith, 2011 ;
Neishabouri et al ; 2035

I1.4. Les lormones et plasticité musculaire

[1.4.1. > [@amone thyroidienne

Le A E] §]}ve ahyrdidanhes (hypothyroidie et hyperthyroidie) influencent le
%o Z V}38C %o e (] & *» upe po JE X v %o E} ool SE ve]S]}vU o]
un passage des fibres lentes a rapiddsy A €+ u v3U 0[ZC%}SZCE}b ] tribtiome} ] [VRY;
majoritairement lente des fibres musculaireSigiliotet al., 2013. La transition consécutive a un
changement de I'état thyroidien dépend fortement de la composition initiale du type de fibre du
muscle Par exemple, en réponse a la transitianfibre rapide a lente induite par I'hypothyroidie chez
le rat Ciciliotet al., 2013, I'expression déMyHG2A est diminuée dans le soléire, muscle postural
composé majoritairement de fibeamusculairs de type 1 et lIA, 0} E+ <u[ augment& dansles
muscles commée long extenseur des orteil€DL. Extensor digitorum long)i®u le tibial antérieur
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(TA Tibialis anterioy, muscles composé fortement de fibres de type 1IB. Il est intéressant de noter
cu o+ (( 8+ <« A E] &]}ve e ZYEuU}v » SZCE}b ] vv ¢ % pA vE Jvs E
facteurs responsables| pehangement de la typologie musculaiRgar exemple, I'hyperthyroidie peut
contrecarrerle passage de fibre rapide a fibre lente induit par une stimulation mécanique chronique a
basse fréquence-{amalainenet al., 1996Kirschbaum et al., 19)0tandis que I'hypothyroidie peut
renforcer les effets de la stimulation mécanigui@réchbaum etla 199(). L'expression des isoformes

0 uCle]v U u EG«g pE+s o0 ¢ y SC%o (] € upe po JE U S o[pv
thyroidiennes Pette, D., & Staron, 2000

Autre que le phénotype, la contraction musculaire est profondément influencéelgsa
hormones thyroidiennes. Ces effets fonctionnels sont le résultat de modifications moléculaires qui
impliqguent des protéines téds quela myosine ou les protéines de régulation des filament fins
(tropomyosine et complexe de troponine). Le principdlm [ S]}v ¢ Z}Eu}v « SZCE}b ] vv
o & Ppo S]}v 0 SE ve E]%S]}V e Pve % E o[]vS EGu ] ]JE o[
(Harvey et al., 2002Un grand nombre de génes spécifiqgues aux muscles contiennent des promoteurs
sensibles B réponse aux hormones thyroidiennéd€ment et al., 2002 par exemple legenes codant
pour les isoformes de pompe calcique (SERfI2&Enzymes métaboliques transporteur de glucose
GLUT4des protéines mitochondriales, o « & %o sadpé@ergitjus, ou encoreles isoformes de
MyHC Clement et al., 2002

[1.4.2.Les lormones stéroidiennesandrogenes

La testostérone est un stéroide androgéne avec de puissants effets analsolitaation de la

testostérone sur les musclesquelettiques entraine une augmentation de la taille des fibres
musculaireset [ ZC % ESE} % Z] upe po JE  s8n atiligatidn Jphalféacolog@ud. «Jav
§ ¢8§}e8 E}v S o[ veu oo o 5 (E}b < ¢}vS psS]o]e ¢ %o} d@e l|pPu vs E
masse grasse, amél@rles performanceanais aussie 1% %} ES E ¢ % E]} ¢ [ ¥SE v u v
(Kadi et al., 2008 /o § u]e v A] v Z 1 o[Z}uu pv &E o 3]}v VvSE o
plasmatique en testostérone avec la madseaille et la force musculaire. Des études ont montré
gue la testostérone est capable d'induire une augmentation significative de la masse musculaire
HV]<pg u v3 v o[ ¢} ] vd A pv A& @Vikinson efEals JA®E)6\La testostérone
induit une hyertrophie des fibres musculaires de type | et de typesl]. uPu vS §]}v 0 *Cv3Z -
des protéines est le principal mécanisme par lequel la testostérone induit une augmentation de la taille

e (] & » upe po JE X >[ 3§]A]S o S(BEs deSakideS qninés deda @ellule]
musculaire est inchangée, ce qui suggére une réutilisation accrue des acides aminés intracellulaires.
Un aspect important du mécanisme par lequel la testostérone induit une pigse des fibres
musculaires est la prontion de la myogenése, basé sur I'activation des cellules satellites, prolifération
et différenciation des cellules musculai@adi et al., 2008

[1.4.3.Les ducocorticoides

Les glucocorticoides sont des hormones appartenant a la classe stéreidiegm actions
pléthores des glucocorticoides vont du contréle de la réponse immunitaire et inflammatoire a la
stimulation du métabolisme et a la régulation de l'activité du systéme nerveux cenrtrain(&
Cidlowski, 200p >[ u]v]*SE S]}v A} B raisokis}th€Eapeutiqgues ou la surproduction
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endogene de glucocorticoidentraine au niveau de la balance protéique, une diminution du taux de
syntheése des protéines ene suractivation des voies de signalisation responsatiela dégradation
des protéines, avec pour conséquence une atrophie musculdicgbdrg et al., 2002 Les
glucocorticoides inhibent la voie de synthése des protéiaasagissant principalement sur la
phosphorylation de la protéine de liaison-BP1a elF4Eet de la protéine ribosomale S6 kinase 1
(S6K1), deux protéines jouant un rdle clé dans le mécangarsynthése des protéines en contrélant
la traduction de 'ARNnDEnniset al., 20@). Paralléelement & cette inhibition de la protéosynthése, les
glucocorticoides stimulent la protéolyse dans le muscle squelettique par l'activation des principaux
systémes protéolytiques cellulairesnotamment le systéme ubiquitingrotéasome, le systéme
lysosomal (cathepsine) et le systeme dépendant du calcium (cafditeesselgren, 1999L atrophie
des fibres musculaires de typesitdavantage prononcée que cellesiBibres de type I{iciliotet al.,

2013¢X Z 1 o[Z}uu & o[ v]u oU 0 ¢ }ve <pv o o[ 3]}v % E}o}VvP .
muscles squelettiques sont caractérisées par une atrophie des fibres qui affecte principalement les
fibres rapides, paun changement o[ A% & <*]}v []*}(}EuU 0 uGClel]v &E %o]
o[Z § E}P v ]§ o + 3]}v SE veA E- 0 « (] E « A o[ %o% E]

atrophiques et nécrotiquesciliotet al., 2013}. Ce changement phénotypique as$ ala pertede
fibres musculairesstcorréléa ladiminution des performancget a lafaiblesse musculaireéx(so et al.,
20089.

En résuméles muscles squelettiques ont la capacité de modifier leurs propriétés structurelles

et (Jv 8]}vv oo U (]Jv [ (( 3p E VIUA 00 « § Z « }u E % }v E
plasticité des fibres musculaires peut survenir a la suite de différentes variativinennementales,
mécaniques, métaboliques et hormdes Les perturbabns moléculaires isses deces variations
peuvent étre détectées par de multiples capteurs, sarcomériques, métatsotiquaes récepteurs
membranaires. La stimulation de ces capteurs déclenche des cascades de voies de signalisation
intracellulairespouvart entrainer des modifications de la taille (hypertrophie et atrophie) et du type de
fibre transition phénotypique Les changements de taille des fibres musculaires traduisent un
déséquilibre de la balance protéigaec soit une hypertrophie musculai@® ¢pos vS [pv $1A 31}

0 % E&}S }eCVvSZ o S [uv & u S]}v Ju%}ES vS 0 %E&}S }oCe U
O SE}%Z] UpeudZ | XiI vSe %Z V}SC% ¢ upde po JE&  SE pl]e vs [uv
de la transcription des genesnmhiisant & un remodelage des propriétés contractiles des fibres
(transition entre un phénotypelent et rapide) ou du profil métabolique (transition entum
métabolismeglycolytique et oxydif).
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lll. La ©gulation de la masse du muscle squelettique

[1l.1. La nyogenese

La formation et le développement des fibres musculasest assuré par le processus de
myogenése. Le point de départ de la myogenése correspond aux cellules souches mononucléées
appelées cellules satellites, majoritairement quiescentes et localisées en périphérie des fibres
musculairesl(e Grand & Rudnicki, 200Ces cdlules satellites vont étrpar la suite, étreactivées par
des facteurs de transcription ayant pour conséquencsldie de leur état de quiescenc&igurel0).

Suite a leur activation en myoblastes (cellules mononucléées), les cellules entrent dgtsasaale
prolifération avant de sortir du cycle cellulaire pour fusionner entre elles et se différencier en
myotubes (cellules plurinuclééesg)r(drés & Walsh, 199@Figurel0). Cette fusion dite primaire donne
naissance a des myotubes contenant trées peud}C HAX > ¢ uC} 0 *S ¢« v[ C vS %o * (He]
UWAE o[ ¢} ] v A * UC}SH * % E (}EuU U arkt airfgi dpsvnyotupes |1 E } v
matures ayant un contenu en noyaux plus importartndrés & Walsh, 1996 Au niveau
U}E% Z}0o}Plcp U OdtVIV % psS vipe & ve |Pv E p&E o S pA& 1(( & v |
le rapport entre le nombrale noyawx o[]vS dEJ nuy@Eubes et ve u o e VIC HMAE vVve O
% E]Ju SE Enfinpl&toude derniere étape de la myogenése est laigfigation des myotubes
Vv (] & « upge po J&  (}v S]}vv 00 *U }lu%}ES vS pv ey ee]lv [HV]S
Ces fibres musculaires matures concentrent des cellules souches disponibles a la fois pour la croissance
et la régénération du sy&tme musculaire. Le développement du muscle squelettique redewaeux
étapes importantes de la myogenése, la prolifération et la différenciation cellulaires, toutes deux
contrblées par les facteurs de transcriptions myogéniques.

Figure 10 Représentation schématique de la myogenése et des différents facteurs de transcription impliqués
~ [ % @E * ¢« vig ™~ " JoCU TiiieX
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[11.1.1.Les mécanismes générauabe la myogenese

La spécialisation des cellules satellites en cellules musculaires nécesgit S Lfacteur de
transcription Pax 7 (Paired box 7). En aval de Pax 7, la famille dediViifeltic Regulatory Facior
regroupe des facteurs de transcription clés et spécifiques du développement du muscle squelettique,
considérés commeesmarqueus de la spécialisation terminale de la cellule muscul&ievpall et
al., 2003 (Figurel0). De plus, les MRF sont impliqués dans chaque phase de la myogenése, que ce soit
la spécialisation des cellules satellites en myoblastes ou la différenciationydéastes en myotubes
(Le Grand & Rudnicki, 200Les MRF correspondent aux facteurs de transcription suivaviisD,

Myf5, la myogénine (MyoG), et MRF4.

Contrairement a Pax 7, les facteurs de transcription myogéniques MyoD et Myf5 sont exprimés
pendant les premieres phases de la myogenése. Le facteuSMgkprimé précocement, contrble la
% E}o]( € S]}v - OOMO * « S 00]85 U o0}Ee <p DC} -8 O[}E]P]V
précédantla différenciation cellulaireHownall et al.2002) (Figurel0s X >[ A% E <*]J}v-5 W £ 6U
et MyoD, joue un réle crucial dana formation des cellules musculai® par la différenciation des
cellules satellites en myoblastész(Grand & Rudnicki, 200Zammit et al., 2006

Des étudesin vitro « yuE . OOHO ¢ UMUe* PO JE » V[ A % Edtuunes %o pue D

diminution importante du nombre de myoblastes, tandis que la perte de MyoD indmiglatien de
@fat de quiescence des cellules satellites, permis par une élévation p®lifération cellulaire au
lieu de la différenciation myogéniqu@/legeney et al., 1996 Rudnicki et al., 1993Sabourin et al.,
1999. Les myoblastes mononucléésterminéset allongés, devenus des myocytes a la suite de
O E%oE ]}V o (gédiqueE primayés (MyoD et MiieU <[ o]Pv v8 § (Me]}vv vSs
former des cellules plurinucléées appelées myotulbégurel0« X > u]PE& S]}v § o[ PPo}lu &
UC} 0 o8 o ¢lvs o % E E <pule EPL ] LA o0 § %o (1 +yBes; ivesA p o]

v}iS§ E «<p o S]}v e u}lo po e [ Z e]}v o (u]oo . Z E]lv i}
la fusion efficace des myoblastésy(inagel et al., 2002Les facteurs de différenciation MyoG et MRF4
ne sont pas impliqués dans le déwgbement ou le renouvellement des cellules satellites, mais leur
expression plus tardive dans la myogenése est une étape capitale dans la différenciation terminale des
myotubes et la détermination des futures fibres musculaires mat(ees/raudViorel et al, 2007.
hv Spu uv esuE ¢ e}uE]e % E « vS vS pvnatale d& Myjo@iotEe guelv %o} S
ces souriprésentaient une masse musculaire réduite, suggérant ainsi fjuesl v de MyoG inhibe
la différenciation des myoblastes et la croissanissulaire Knapp et al., 2006 En toute fin de
processus, les noyaux situés au centre de la myofibre vont se délocaliser vers sa périphérie.

> ¢ J(( & VS *» %Z o o 0 UC}P v ¢ ¢}lvs Jv(Ou VvV = % E [ USE
Ainsi, les facters de croissance tels que KEKInsulinlike growth factor) sont des effecteurs de la
prolifération cellulaire Engert et al., 1996 On note également des protéines inhibitrices de la
myogenése, comme la myostatine qui agit comme un régulateur néguiifhébant les facteurs pro
prolifératifs et les facteurs de différenciation cellulaifeh§ et al., 200p. La formation et la croissance
musculaires sont également influencées par des voies de signalisation intracellulaires responsables a
la fois de lasynthése et la dégradation des protéines, élément fondamental au bon développement du
muscle squelettique.
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[11.2. > jhabolisme protéique
[TITXTXIX > o 8§ %o o 0 *CvS8Z ¢« [uVv % E}S |v
.2.1.1.LatE® ve E]%S]}v o[ E
O[}E]P]V MY %o@E&} eepe *CVS8Z ¢ [UV % E}S v « SE}IPA o]

indispensable dont la cellule a besoin pour synthétiser des protéines. Cette information génétique, ce
} U « E StusSrépligd¢Eo} & [pv S % trarsehiption. Lors de ce processus,

Oo[]Jv(}E&u S]}v }vs vy ve 0  &prpduitd enEune @uvelle molécule contenant
majoritairement o[Jv(}Eu S]}v }E]JP]v |E M e PUuvsS o EE W] P E ~ ZEu-
(Cramer & Woodhegd(Figure ). L SE& ve E]%S]}v E o] o[]JvS E] u&E 4 Vv}C

o[]vs EBu ] ]&E [uv  VvICu %0 %0 @ cetteZelazyiad @ Caucafiacité de synthétiser
ol ZEu v (]J*vsS JEE *%}v E
bases azotées (adénine, uracile, guanine
et cytosine) complémntaires au brin

[ E }E]P]v oX e ( S uE-

transcription sont également
v o oee JE - (]v % 1(] & of
polymérase la séquence précise de
o[ E } %oja@r & Woodhegd
(Figure NL+X >[ ZEu V}uA oo u v$§
constitué pourra ensuite sortir du nay
afin de servir de matrice, de plan pour la
synthése des protéines par les
ribosomes, organites cellulaires ayant la
( Hos SE H]E of[]v(}EuU S]]}
o[ ZEu Vv % E&}S ]Jv <u] %o }pEE
exercer sa fonction au sein de la cellule.

Figure 1L: Transcri%o ]} v o[ ZEu % ES]E of] Evpo JE X
.2.1.2.Lat@& u S]}tv o[ ZE

> SE& u S]}v o[ ZEuU Ev] & -8 0 *Cv38Z + % E}S J<p U
étapesW o[]v]8] §]}vU o[ o}vP §]}v S¥Eo uSTEwW]VV=]X > 0] E % ES]E
localisé dans le cytoplasmeles acides aminés les uns aux autres afin de former une chaine
%}0C % %S] J<p U o 0 % @E&}S Jv X >[]Jv(}E&u S]}v }vsS vy ve 0o[ ZE
de codons, corresporaiht a la séquence de trois nucléotides consécutifs, chaque codon représentant
un acide aminéHabian et al., 2010 La traduction dépend de deux composants primordiales
ribosomes et les ARN de transfert (ARNt), éléments que nous détaillerons l@arsldsckiption des
différentes étapes de la traduction. La synthese des protéines se produit au $einiltbsome,

}u%l}e [V % S]S ~0i”e § pv -uRitdEformantlé cOmpidye B80S ¢na et al., 2017
(Figure ) X > %o Z » [Jv]8]*8]}v <vu 0 E o[ ZEu u Vv]A u tv } v []
(AUG) a la sousnité 40S du complexe ribosomsl o[ ZES A  vep]s8 +« o] E pu } }v []1Vv]
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o[ ZEuX > }lu% o A []v]8] 3§]}undéd 60S pau}l former le gpmplexe ribosah80S

actif, % o [JvIS] CE o[ = u 0o P Figure]Re«X Wv®E 6 -<pn]S U o[ ZES v E o
0 }u%o £ €&] }*}u o u SuE P18 }uu pv S& S uyE VvSE o ZEu
V. % %}ES vS o[ ve u o o ifiquescodés %o @ 0 ¢ } }ve FajaZ&al. ~

2010 (Figure B).

Figure 12W W@E} sepe o[]v]s] §]1}v 0 SE ps3J}v Zloes p ECIS <X

>[ 8§ % []v]8] S]}v 8 CE Ppo % E %oOpU*] HE* %oE}S Jv ¢ & (

pré-initiation 43S, regroupant la sougv]sS @&] }*}u o di™ § e ( S pE- []v1S8] 81}
(eukaryotic Initiation Factor 2 et 3frigure P), permd la fixation de la sousnité 40S du ribosome

A e ZES %}®&S PE [puv u S§Z]}v]v U 8§ EVv] & 38 vs o[ ] ujv
%o E}S J<u X > E EuS uvd pu Ju%o £ dir A o[ ZEu 8§ }v ]8]}wv
( 8§ pCE- atignvds Ja traduction constituant le complexe elF4F (eukaryotic Initiation Factor 4F).
Celut ] 8 }lu%o}-e [UV % E}S v (1#£ 38]1}v § [ uelF4% @ukaryptic *SE
Initiation Factor 4E) et elF4G (eukaryotic Initiation Factor 4Q)eoctisement Figure 2). Pour que le
complexe elF4F soit fonctionnel, il est nécessaire que la protéine elF4E se désunisse de son répresseur,
la protéine 4EBP1 (Eukaryotic initiation factor4gv JvP % E&}3 Jv iU (Jv []vd E P]E A
luipeEu SSE Ve pv ¢ }v 8§ u%o-e «nité fi@somale d0Seduyucomplexe de pré
initiation 43S Fabian et al., 201X >[]vs & S]}v 4 }u%o A 0oi" § /1&0& (}EuU

vVSE v vS o[]v]8] 8]}v o SE u 3]}v []o]s4 B I~guE Y. \Certaines
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§ %o o o[]v]8] 8]}v 0 SE [ S]}v ¢}vs }ue 0o JVvSEE€O A}l - <
impliguées dans la régulation de la synthese protéique.

>1E- 0 %Z [ o}vP 8§]}vU o[ ve u o e } }ve (}&EuU vS o[ ZEuU -~
Jvs PE 0]S % E o }u%o £ E&] }*}u oU o+ ZES % EuU SS vS oOf
correspondant aux codons. Ces acides aminés seront liés de maniére covalente par des liaisons
peptidiques afin de former wnchaine polypeptidiquefFigure BeX > ( S W& [ o}vP S]}v
(Eukaryotic elongation factor 2)eS pv % E&}S ]Jv e+¢ vS] 00 ve 0 }VSEE€oO 0 %o
E o ( SUE &1 ( A}JE]* o SE veo} 3]}V ~ %O0ARNmMvSe u E]J] }e}u c

La derniére étape de la traduction, la terminaison, intervient lorsque le complexe ribosomal
§8 JvsS o[pv e E&§]% FHv U h '}y h' U «]Pv [uv S@Gucun ARNE }u% o0 S
V[ *§ % o EC%S ElatradlicgVjves}1&§ ZEu %H@ure B) Pesfacteurs
de libération agissent sur la protéine nouvellement constitugev & S]}v [ZC E}oCe <[} %o (
niveau du dernier acide aminé de la chaine polypeptidique, séparant celle o[ ZESU % E&u 5§ v
ainsia la protéine de se détacher du ribosome et entrainant également la séparation du complexe

E] }etu o O[}E]P]V MU % E} Ogiquetal., 80HL p S]}v ~

Figure BW o}vP §]}v 8§ S u 8]}v o[ ZEu % & o }u% o A &E] }*}u o

Ainsi, des protéines clés de la voie de synthése des protéines sont capables de contréler la
traduction protéique, comme la protéine mTOR (mammalianget of Rapamycin) qui régule la
phosphorylation de la protéine 4BP1 ou encore la protéine Akt (protéine kinase, B¢gulant
o[]Jvion g ( 8§ P& []v]3YViadd proteine iGSKt &lycogen synthase kinase 3 beféigure
12). On peut noter également, le facteur eEF2 également sous la dépendance de protéines clés de
signalisation intracellulairempliquée dnsla voie de synthése des protéines, telles que mTOR et
P70S6K (ribosomal protein S6 kinaga)dine et al., 2001Rommel et al., 2001 Aprés avoir passé en
revue les différentes étapes du processus de biosynthése protéique, nous allonfpnuse ¢+« (E  oO[HV
des voies de signalisation intracellulaire jouant un réle majeur dans la régulation de la synthése des
protéines: la voie Pi3K Akt/ mTOR.
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[11.2.2. La voie de protéosynthese : PI3K / Akt / mTOR

1.2.2.1. PI3K

La PI3K(Phosphatidyl InositeB-K, []Jv ¢ ¢ 3§ pv I]Jv ¢ % ES] 1% VS o[ §
multiples processus cellulaires, tels que la prolifération et la différenciation cellulaires, ou encore la
synthése protéique. Les principaux activateurs de la voi PFkt sont les facteurs de croissance

luu o[, &eptide de 7 kDa environ possédant un trés grand nombre de récepteurs au hiveau de

la membrane des cellules musculaires. Les récepteurs du facteur de croissaficnGpartie de la
classe des récepteurdE veu u € v |E& - §]A]E8 SCE}e]v I]v e ]VvEXKE]ve <pu X
sur son récepteur provoqueo[3]A 3]}v o[ 5]A]S SCE}e]v v « U } <]
autophosphorylation du récepteur, créant ainsi au niveau de la surface interne de la nareenb
cellulaire des sites de recrutement de la PISKr(ington et al., 20056 Par la suitda PI3K phosphoryle
les PIPs (Phosphatidylinositol Phosphatesalisésdans la membrane cellulaire, transformant le PIP2
(phosphatidylinositold,5-diphosphate) a@ PIP3 (phosphatidylinosit8,4,5triphosphate) (Czech,
2000). Ce dernier agit comme un site de recrutement de deux kinakekinase phosphoinositide
dépendante 1 (PDK1) qui, par phosphorylation, active la seconde kinase recrutée a la membrane par
orftermédiaire du PIP3, la protéine kinase B (Akiyre 4).

Figure 14 Schématisation de la cascade de la voie de signalisation PI3K / Akt / mTOR.
>[/& 8 }ve] E }luu O[HV ¢ %o E]V % PAE E& Ppo § PE-* %}]3](

de syrthése protéique, conduisant a une hypertrophie des cellules du muscle squelettique. Les effets
v }o]e vSe -1 orft/é& observéi vitrosur des cellules musculaires en culture diff@iéas
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en myotubes, I'ajout d'lGFexogene entrainant une augmiation du diamétre des myotubes et une
teneur en protéines plus élevéa¢mmel et al., 2001 ; Vyas et al., 2))@hez le rongeur, un traitement
o [ /1 @ar transplantation de pompe provoque un accroissement de leur masse muscalaine g
et McCue, 199), résultat également retrouvé sur des souris génétiguement modifiées avec une
*UE /&£ %o & e4]Partofy'B06 ; Musaro et al., 200X > o] ]+}w1 avexr[g0& récepteur
VEE v U % E o[]vd Eu ] ]E W fombrenges $hécadles ve signdlisation, et
S}US % ES] po] € u vsS of[pv « A}] o0 :lovoieQKISATORKigUr&HE }S v °

[1.2.2.2. Akt

La protéine Akt, également connue sous le nom de protéine kinase B éBKBe sérine /
thréonine kinase régulée par les facteurs de croissance et est une cible clé en aval d®RI3K €l.,
2005. La famille Akt est composée de trois isoformelet1 Akt2 et At3, également connues sous les
viue W< rU W<t § W< v Gomadez 8] Masrans, 2000X >[ S]A §]}v W /i<
entraine la production de PIP3 au niveau de la membrane plasmitgieernier fonctionne comme
un site d'accueil pour PDK1 et 8U %o E}A}<p vE Jve]U o[ 3S]A 3]}v 3 sorla% Z}e % Z}C
thréonine 308(Engelman et al., 2006Une fois activé, Akt se déplace vers le cytoplasme, ou un
certain nombre de cibles en aval sont phosphoryléeainsiactivées ou inhibées afin de fournir un
signal anabolisant protégeant les cellules de I'apoptose induite ipargstresset induisantainsi de
nombreux effets métaboliques{m et al., 200)L La voiele signalisation PI3KAKkt est principalement
axée sur la régulation de diverses fonctions physiologiques au sein de la cellule, telles que la synthese
protéique, o[]vZ] ]8]}vVv o -af}giggareseleUnétabolisme,la survie,la proliférationet la
croissance cellulaisgfAksamitiene et al., 2012Markman et al., 2010Yuan et al., 2004Figure 4).

Dans un modéle de souris transgénidqoductible, la suractivation de la protéine Akt sur une

uE T eul]ve v ulS uv ZC% ESE}%Z] upe po JE u E«p A
50% de la masse musculaires@d®uris adultes, ainsi qu'un accroissement de la force des fléchisseurs
plantaires de la chevill&(aauw et al., 2009 Au contraire, lanon £ % E ¢*]J}v [ IS }v ul]s puv (}
diminution de la taille des fibres musculaires squelettiqu@sd(ne et al., 2001 Des études chez
o[Z}uu }v8 u}v8E puv epE S3]A §])¢ 00 Y& }S [ 3]A18 % ZCe]-
résistance occasionnant une hypertrophie musculdiredine et al., 2001 Lai et al., 2004 Stitt et al.,
2004eU & oO[]JVA G+ U pv E Ppupo 3]}v o Jee Z 1 o % Ee}vv e v Z
prolongé, conduisant & une perte de masse ou atrophie muscukairetgck et al., 2013

>[ 8]A 3]}v [ 18 8] v8 }v pV %0 ui ueE ve o & Pupo 38]}v 8§

U s UHe HO JE % E o[]vd Eu ] ]E }v  3]}v  ve 835 A}] %o (E } 3
a plusieurs effecteurs jouant tous un réle important danst|a Ppo S]}v 0[ZC% ESE}%Z] u|

00 §]JA v}S uu v8 o[uv ¢ }u% o0 /E e+ O o A}] eCV3Z * %o
complex 1),de maniere indirecte en phosphorylant la protéine TST@bgerous sclerosis 1) sur les
résidus Ser939 ethfl1462, suscitant une inactivation dwmplexe TSC1 / TSC2i6ng & Manning,
2009 (Figure 14). Akt active également mTORC1 de maniere indépendante a TSC1 / TSC2, en
phosphorylant et en provoquant la dissociation de la soni$é raptor avec PRAS40, uniiiteur de
MTORC1Sancak et al., 2007
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Au-dela de son réle anabolisant sur le muscle squelettique, la phosphorylation de la protéine
IlJv ¢« 18 % }uE }ve <cpv pv }VSEE0o v P §]( o[ §]A]18 vpo |E
facteurs de transgption FoxO1 et FoxO3 {ivion et al., 2011Zhang et al., 20)XFigure 4). Il a été
} o A <«u o] 38]A 3]}v 6 AkV}h TORp&Y lé facteur de croissance I&Fa pour
conséquence la phosphorylation de FoxO3 par Akt, et ce sur ses deux résidus Thr32 et Ser253 induisant
elv A ope]lvvp o ]JE S e ¢ <u *SE S]}v CS}%o0 cu]lcp X 88 ]JvZ] ]S
% E o[ £ doxQ}du noyauce qui empéche FoxO de se liep & E ¢ <p v o [ E ] o0 U
notamment les genes codant pour lasogenes £hang et al., 20)1(Figure H). Plusieurs études ont
montré in vitro, dans un modéle cellulaire dayotubes atrophiés traitépar oGF1, une réduction de
o[ A& % E -gdries oprotéines lie au systeme protéolytique ubiquitinprotéasomenotamment
MAFbxet MuRF1 $anchez et al., 201 45tittet al., 2003.

Ces différentes données conférent a la protéine Akt un role importans da régulation de
o[Z}u }+S ] %o @d}sein dp la cellule musculaire ; son activation entraine conjointement la
phosphorylation de TSC2, levant ainsi son inhibition sur la protéine mTOR, et la phosphorylation de
FoxO1 et FoxO3, inhibant leur actatranscription de génes spécifiques de la protéolyse musculaire.
Par conséquent, Akt est considérd uu S vS o[puv  * % E]V % pAE E& Ppo $S pE- v
protéolytiques tout en étant un facteur clé des voies de protéosynthEgpufe 4).

1.2.2.3. mTOR

La protéine mTOR (mammalian Target Of Rapamycin), en réponse a des signaugt extra
intracellulaires, régule des fonctions clés de la cellule telles que la croissance, la survie, la prolifération
ou encore le métabolismeellulaire. Elle est surtout un élément central dans la voie de synthése des
protéines, notamment par son contrdle de la traduction protéigdedng & Fingar, 20)4La protéine
MTOR est en relation avec plusieurs protéines partenaires régulant son ctieat son inhibition
elle exerce notamment son activité au sein de deux complexes multiprotéigues, nommés mTORC1
sensibles a la rapamycine, et mTORC2résistant a la rapamycine_gplante, M., & Sabatink009
(Figure H). Les complexes mTORC1 et mTDB@htiennent plusieurs composants commuria
kinase mTOR jouant le réle de compaséalytique central, la protéine d'échafaudage mLST8, lasous
unité régulatrice DEPTOR et le complexe Ttil / Tel2, important dans l'assemblage et la stabilité du
complexemnTORFigure b). Il est anoter que chaque complexe héberge des saniés distinctes qui

}JvSE] p vS§ 0 *% ](] 18 ve o[pnuS]o]e §]}v o eu *SE S-U O 0}
régulation spécifique complexe. mTORC1 est défini parassociation avec Raptor (Regulatory
associated protein of mTORYyantune fonction stabilisatrice du complexe et perrtegtt également
le recrutement spécifique des substrae MTORCIKim et al., 200 mTORC2 est quant a lui
constitué des souanités Ritor (Rapamychinsersitive companion of mTOR} mSin1(Figure B). Des
cellules déficitaires en Rictoont permis de montrerque cette protéine est indispensable a
o[ *= u 0 P U o legecritehient spécifigue des substrats kt localisation intracellulaire
(Sarbassov et al., 204nSinl est également nécessaire pour la localisation intracellulaire de mMTORC2
au niveaude la membrane plasmiquéen particuliermSinl est un régulateur négatif clé de l'activité
de la kinase mTORC2 jusgo&a<pu o[ 3]A 3]}v W /i< @& pa@Ecariséquéritnm TORGR
la membrane plasmique ou l'inhibition de mMTORC2 médiée pareSinkvée I(iu et al., 201} Des
preuves biochimiques et structurelles suggerent que mTORC1 et mMTORC2 peuvent exister sous forme
de diméres\(Vullschleger et al., 2005
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Différentes études réalisées sur des rongeurs transgéniques montrent une implicatio
importante de mTOR, et notamment du complexe mTORCL1, dans la régulation de la masse musculaire.
L'inactivation de mTOR au niveau musculaire conduit & une myopathie séveére, entrainant une mort
prématurée Risson et al., 2009la perte de mTOR exacerti les caractéristiques myopathiques a la
fois dans les muscles lents (oxydatifs) et rapides (glycolytigges)c(n et al., 20091l a été rapporté
<u o[]vA o] 3]}v u P v ZAélesSelenvs GuPu v3 §]}v o[ SE}%Z] upe po
une dystophie prononcée chezalsouris Bentzinger et al., 2008 soutenant donc le role clé du
complexe mTORC1 dans le maintien de la masse musculaire. Une étude utilisant un modéle murin

—Juu} ]Jo]e 8]}v e uu E ¢ %}*S E] pE-+ ]ve] <|glque SlaErapamycn8 % Z Eu
(lvz] v3 o[ 3]A 3]}wonneli@éliZune importante réduction de la formation du complexe
elF4F~puv (8§ u&E []v]8] S]1}v ,une dimi@tiop d& ] gynthese protéique globale et une
perte de la massmusculaire (ouetal.,, 2018X % v vSU o u} po S]}v udKZ v[ ¢S %o

Z %3}E 8§ Z] SJEX KV % p3 v (( 8}« EA E pv Ju%k}ES vd J}EE o

§ o[ S8]A 3]}v udKZ % E o[]vS Eu ] ]J¥Bse Rheb (Ras &0®olde €Brichepv  'd

]Jv. & JveU ofpv * % E}S Jv e E Ppuo SE] - udKzX

Figure 15 Représentation schématique des complexes mMT@R.ORC1 et mTORC2 partage les kinase mTOR,
u>rdoU dS] I d oTU WdAKZ ~ [ % E& « <]Ju § oXU Tiié*X

[11.2.2.31. Les égulateurs de mTOR

La petite protéine GTPad$theb est présente dans la cellule sous deux forn@BPRheb
(Guanosine diphosphatBheb) et GTHRheb (Guanosine triphosphaiheb); cette derniére est
reconnue pour étre un activateur de la protéine mTQB(Q et al., 2005Laplante & Sabatini, 2009
Des étudesn vitro montrent que la surexpression de GRRReb entraine une hypgrhosphorylation
de mTORC1, jouant ainsi un réle de régulateur positif de la voie de synthése des pré&téines @l.,
2008 ; Inoki et al., 2003aUne étude a montré au niveau cellulaireel{ules HEK293) quda
surexpression du complexe TSC1 / TSC2 provoque une diminution de la forme active de Rheb, GTP
ZZ U o}«p vs }v E€0 [ 3]A 8 puE u d K2 undnlfibjteuy de la piatéind
mTORI(oki et al., 2003pLa stimulatiorviao ¢ ( S pE- E}]ee v ]v p]8/oAkt, 1A 3]}v
provogquant par la suite, la phosphorylation de TSC2 sur plusieurs sites (Ser939 et Thr1432), conduisant
aunblo P o[ <} ] S]}v VvSE& Oble e ad2012Huang & Mannig, 2009La
phosphorylation de TSC2 initiée par Akt entraine une dissociation du complexe TSC1 / TSC2 de la
membrane lysosomale, permettaatla protéine Rheb de|[ ¢} ] GTPudee lieramTORCEt de
l'activer (Menon et al., 201} (Figure16). La levée deo []vZ] ]8]}v M4 }u%o A d™ i | d™ 1 ep
entraine une migration de la forme inactive de mTORC&ytoplasmerers la membrane lysosonggl
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pour y étre activé par une GTPase. Sur cette méme membrane lysosomale se trouvent la famille Rags,
constituée dequatre protéines Rag (RagA, RagB, RagC, RagD), comprepat SC %o * []*}(}E&u « Z |
A/B lié au GTP et associé Rag C/D au GDP qui fonctionnent comme un hétérqganéneemple

entre les isoformes A et CJdncak et al., 208X > ¢ Z Pe o[ <« kopome par leuinteraction

avec le complexe Ragulator fixé a la membrdre condition anabolisante, Rag A/B se lie activement

au GTP entrainant un rapprochement de mTORCL1 vers la membrane lysos@s sousunité

Raptor Gancak et al., 20)(Figurel6).

111.2.2.3.1.1 Les @ides aminés

Des études réaliséebhezle rongeurainsi gue sur desellules musculaires en culture ont révélé
gue les acides aminés sont nécessaires pour stimuler et activer la synthése des pro&presessus
impliquant notammente complexe mTORCAt{erton et al., 2010 Drummond & Rasmussen et al.,
2008« X [ p&tldes plus anciennes ont confirnmé vitro <p[pv u o vP e Ti ] ¢ u]v e
entraire une phosphorylation de mTOQRe dernier étant suractividrsque les acides aminésaient
combinés a un facteur de croissance, comrpe' & (Kim et al., 2008aSanek et al.,, 2008 X >[ v 0C=
mécanistique a révélé que les acides aminés régulent la localisation intracellulaire de mE@RELR (
et al., 2008 Sancak et al., 20).CLorsque as cellulesen culture sont privéegn acides aminés,on
peut observe la protéine mTORC1 diffes ve o[ ve u o0 M C S ibeconwaireX la
supplémentation en acides aminés entraine un déplacement rapide de mTORC1 vers la surface
lysosomalelui permettantainsi [[vd E P]E A o -RhebFiuredBMSanca et al., 200%
Ainsi, il semble que les acides aminés aient pour priregetion dechanger la localisation de mTOR
afin demettre en contacie complexenTORCL1 avec son activateur Rh&lwell et al., 201)3
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Figure 16 Activation du complexe mTORL au niveau de la membrane lysosomale par les acides aminés et les
( S pE- E}leev ~ [ %E « ] o 8§ oXU TiiAX

Des étudesont%e Eu]e [ WEE@%h}GUE o] 3]}v + ] <+ u]lve A ]S pv Ju%

sur la relation du complexe TSCISC2 et la protéine Rheba(-Peled & Sabatini, 20)4Cependant,
le développement de souris knogkud v d* T u}vSE «pu o[ 88 [ S]A §]}v udKz
sensible & une modification des niveaux d'acides aminés intracellulaires de fibroblastearide so
mettant en évidence une voie alternative de stimulati@m(th et al., 200p Cette voie alternative est
centrée sur les GTPases Rag, qui constituent la base moléculaire de la signalisation des acides aminés
vers MTORCEFigure B) BarPeled & Sabati, 2019. Les GTPases Rag sont situées en aval des acides
aminés et, en leur absence, mMTORCL1 ne peut pas étre transloquer vers la membrane lesasomal
*]8 [ 3]ABadReled-& Sabatini, 20)4Les Rags se localisent également sur la membrane
lysosomalest ont la capacité de recruter la soumité raptor du complexe mTORCL1 et ce de maniére
dépendante des acides aminéSaficak et al., 2010X >} @Ee [UV % E]A 3]}v, lav ] ¢« wu
molécule Rag A / B B un GDP est la forria plus abondante le GDRest rapidement échangé

JVEE pv 'dW % E esamhipd U[ % Eu 55 v ]Jve] o[ 3]AF®lUeB) udKZ i
(Sancak et al., 2003Cette connexion entre acidaminéset la protéine Rag A / B pladencles acides

ulv ¢ }luu o] etivateurs principaux de mTORC1.

I11.2.2.3.1.2.Les &cteurs de croissances

v u}vs O[uV ¢ %o E]V |% UAE JvZ] ]S UE- udKZU o }lu%o A
de croissance tels queGF1 activentla protéine PI3K, phosphosyit directement TSC1 / TSC2 pour
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o[]v 3]A}E & A E o[]vIHTQRTUuU(oki et al. 2002). Les cytokines prinflammatoires,

§ 00°<u 0 ( 8 uE v E}e Spul}®E o r ~dE&reU 3]A v3 udKZ i % @
*JulJo 1&E MAE ( S HE- E}]eev U /I I]v e t ~/<<te %Z}*%Z}ECO
o[]vZ] 18]}v/TS@2l(de et al., 2001 Enfin, la voie canonique Wnt, un important régulateur de

la croissancedle laprolifération et de ladifférenciationcellulairesactive également mTOR@ik une

inhibition indirecte de TSC1 / TS@2voie Wnt inhilant GSKT t, qui hormalement phosphoryle et

( AYE]* o 3§]A]Sokietad’2D0k

I11.2.2.3.1.3 La ontraction musculaire et mécandransduction

> e3Jupo 8]}vu Vv]cp } o EA o0}Ee [pv }IVSE 3]}V upe po |JE
et activateurde la synthése protdue dans le muscle squelettique. Cette relation a été clairement
observée et démontrée sur plusieurs modéiasvivo et in vitro U o[ ] ](( & v8e u} o
stimulation mécanique (endurance, résistance, stimulatectrique et étirement) Bodine et al.,
2001; Hornberger et al., 2004Manabe et al., 2012Nedachi et al., 2008 Des études ont montré
<u[ o eu]S [uv e<S]Jupo IMFORupouvajiéire actiedpar des mécanismes dépendants
de la protéine At (Léger et al., 2005 et cede maniére aigué ou chroniquEn particulier,0} &+ [HV
stimulation mécanique continue, les voies de signalisation sont activées directement par la stimulation
mécanique ou par des facteurs circulants libérés par le mgsgelelettigue pendant ou a la suite de la
contraction musculaire, telque dGF1 ou les MGFMechanicalGrowth Factor). Ces facteurs de
croissance libérés par le muscle squeletticgigte a une stimulation électrique sont a la base de
o[ 3]A 3§]}wie deossynthése PI3K / Akt / mTAOB(mel et al., 2001Bodine et al., 2001

Des études ont mis en évidence que ces facteurs de croissance conduisemactivation
tardive o A}] eCvsSZ « W/i< | 181 udKZU pv pPesAREN@EMN/'&o[ A % E
1 et des MGFetant observé 1 I Z WE ¢ %E * pv =+ v [ VSE& v u vs SC%
(Hameed et al., 2003 ; Haddad et Adams 20%2 v E A v Z U o[ 38]A §]}v dotk Z o ep]:
contractiondu muscle squelettigue ne sembyes dépendre des protéines PI3K / Akb(nberger et
al., 2000. En effet, w  3p JEV EP E § oXU ~7iidoe UuPveSEK (une o[ S3]A
]o v Ao udKZe o0 *u]8 [pv eSJupo S]}v ueméieren presentd % * %o (
de wortmanine, un inhibiteur de la PI3K. De plus, le méme auteur avait quslgneées auparavant
misen évidence quehezdes souri&O pourAkt (Akt"), mTOR resit sensible et activablsuite aune
succession de contractisrt étirements par intermittence (Hornberger et al., 2004 Plusieurs études
}vS ujvSE «<pu[ o ep]S [Hv eSJupo S]}v u v]Pha0SbKoétaicht @fideesy ¢ udKZ
0}E+ <p I8 wif} e WA Z VP u v$ % Z}*% Z}ECO 3]}v }pu [ W& E ++]}vU
lors de stimulintense mTOR est actieénon pas par Akimais par des voies alternativesligsson et
al., 2006, Fujita et al., 2007 Mascher et a).2007).

Le muscle squelettique est intrinséquement un tissu sensible a tout type de stiomulati
mécanique. Les médiateurs intracellulaires sensibles aux stimuli mécaniques sont susceptibles de
favoriser les processus de transduction du signal diéx voies de synthése des protéinet de
stimuler le remodelage et les réponses adaptatives méighek au sein du muscle squelettique. La
compréhension de lamécan8 E ve U S]}v US}IUE a-dikede imEcahisrie par lequel
les cellules convertissent les signaux mécaniques en réponses biologiques sont a ce jousen cour

[JVA «3]PL&] kwl.~201). Notamment, lacide phosphatidique, un messager lipidigaemble

37



Revue de bibliographieLa régulation de la masse du muscle squelettique

jouer un réle dans plusieurs systemes de signalisation intracellgjagen activation influegant
notamment la mitogenése, les processus de sécrétion et la réorganisatiogtaguelette {foon,
2017). L'activation du l'acide phosphatidique dépend de l'activité de la phospholipase D (PLD), qui
hydrolyse la phosphatidylcholine en acide phosphatidique et en chdlined et al.2001). Une fois
synthétisé, I'acide phosphatidigse lie a mTOR et actiV®0S6KI(lenon et al., 201). Une étudein
vitro sur des muscles squelettiques de souris soumis a une stimulation mécaamiqentré une
augmentation de la concentration de la PpBrmettant la formation o[ ] %0Z}*%Z S] J<p U ]v
<u o[ 8]A PFIQS6KHormberger et Chien, 20).6Dans cette méme étude, les auteurs ont utilisé
un inhibiteur de la PLD, cqui %0 E}A}<p pv v P3E o]+ $]}v P70S6K logd Mes]}v
stimulatiors électriques, et ce de maniére dosgépendante ({ornberger et Chien, 20)6Ces données
}vs (JHEV] ¢ Jv(}&u S]}ve }Z E vS ¢« cpyE 0 (]S <p 0 eSJupo S]}v u
la voie mTORFG17"0< % €& o[ puPu vs §]}v o }v véraAcigdé phoppriattigumopo | E
Sur le plan mécanistique, on sait que les protéines de struct@ireso < «tactinife etla t-actine
inhibent l'activité de la PLD.€e et al.2001). De plus, la PLD est située proche de ces protéines de
structure et des disgess Z du sarcomére, ce dernigant un élément essentiel dans la transmission
o (}& 0O O}vP pyu o &E }u E o0}E&e [pvVv }vEE S]}v upe po JE X

supposer que la proximité de ces différents éléments régulateurs pourrait comstitine des voies

— 8]A 3]}v u  v]u o[ ] %&ANke %o Zl. 2P0k La stimulation mécanique
% }UEE ]S VSE v & pv  Jee} ] S1}v % ZC3]vjv vEI@Eactme, ¥é>qui S o-—r
E Vv(}JE E ]85 A v3 P o[aidophdsphatidiqueusge étreun médiateur mécano
chimique de la contraction du muscle squelettique dépendanter(iberger et Chien, 2006mais
cette hypothésaeste encore a étre confirngé ce jour.

I1l.2.2.3.2 Les d&fecteurs de mTORC1

.2.2.3.2.1.4EBP1

>[ § %o [Jv]S] 8]}v o SE u 3]}v o[ ZEu 8 pv %o Z - Ep
% E}S J<p X >[]vS E S]J}v VSE o0 ¢ %lE}S WEe &0 SJE&O[WESUS]}V
traduction, est régulée par la protéine HP1 [loerke et al., 200y (Figure ). Cette derniere a la
capacité de se lier a elF4E, et ce sur le méme site de fixation que elF4G, perturbant ainsi leur interaction
avec le complexe elF4F indispensable a leur assemblage avec Jangéusbosomale 48. Cette
compétition entre 4E Wi § /&9d' %o }UE }Vve <u V puv  Jvz] ]18]1}v o SE u
(Chooetal.,2008X > % @&}S ]Jv udKzZ o %0 ]S & Ppo & of]v]s] S]}v (
ol 8 [ S8]A 3§]}v oBP%fEGES €] @l., 004 Garami et al., 2003Nojima et al., 2003
> [ Z Gphosghorylation de 4BP1 entraine une dissociation de celleavec elF4E, permettant son
Jvd E 3]}v A /&0 § o (}Eu S]}v M }u% o A /&0&U ie€v}ivCu [
(Figure I)X un }VvSE J]E U pv Julvus]ltv o[ 3]A 3]}v udKz VvsSE ™
o[ S]A 3]}v 0 % E}S Jv udKZ «<u] }v p]S$BPLuelrtERrder al., 1B} 0
(Figure T7). Avec la protéine 4BP1, mTOR contrOle uitre cible la protéine S6Kinase (Ribosomal
protein S6 kinase beta), aussi appeléB70S6K.
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Figure 170 Schéma général présentant les cibles de mTOR et leur réle dans la régulation des étapes
traductionnelles et de la biogenésgbosomale.

1.2.2.3.2.2.P70S6K

§S % E}S Jv I]v e 0 %E}%E&] § [!SE pv E Ppuo § HE %}°*]S
de la biogénése ribosomaléastrzebski et al., 200 Magnuson et al., 20)2Apres avoir été activée
par phosphorylation par le complexe mTORZar(chi et al., 2008Figure T), P7T0S6K entraine a son
S}IUE o S3]A 3]}v 0 % @E&}S Jv &] }*}u o 7O -unie %bodsomdle]408 8u%. E S|
complexe 43S, élément de la machinerie traductionnelte] 3]A $]}v E % "0 % E}A}
MPu v8 8§]}v nu &E EuS uvsS [ ZEuUu %o}ee VS pv ¢ <p v A[dKW ~§ @
tract) ( A}JE]s v3§ 0 SE p Pewde etod]., 2@)4 Ces ARNm, impliqués dans la croissance
cellulaire, ont notamment la%. E } % E] § } & %}UE 0 ¢ }u%o}e vSe o[ %o %o
Juu 0 ¢ % E&}S Jv ¢« E] }*}u o U o ( § pu&E []v]Ssihitia}ipmetA&facteur }u % 0 A
[ o}vP 8]}v  &iIX >[ v M P v } VPBOZGK p@oquielssth das inyotubes
non matures et souséveloppés, avec une diminution accrue de leur taille et de leur diametre,
suggérant que ce défaut de croissance initié par la délétidir@S6Ksoi un élément important dans
o & Ppo 3]}v o[Z}u }esOhdnnet@l}, 20D ~
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[11.2.2.3.3. mTOR et autophagie

>[ uPu vsS S]}v o }v VvSCE S]}v v ] ulv JvSE oopo |]E <5
cCVSZ - e % E}S JveU ulJe Pouvs o & %E& <]}V o[uVv o o(
dégradation cowopo J& U o[ uS}% zZ P] X Ev] E ClIEL ; BESMment, ve 0 %o

o] u}1% zZ P] }ve]es e <U *SE E UV % ES] M C8}%0 -u o-]vs C
membrane appelée autophagosome. Cette structure fusionne ensuite av@cmiembranes
lysosomales ou les composants cytoplasmiques peuvent étre dégradés. La famille des protéines Atg
IVEE€0 0 ¢ % E]V % 0 ¢ 3§ % ¢ -adire-lipi8dtheanZ |& maturatiorr Sde
o[ u8}% Z Plpfisioretladégradation par les lysosomesandri et al.2013. Les acides aminés
et les facteurs de croissans®nt les principaux régulateurs physiologiques de l'autophagie chez les
U uu]( & X > « A}] » <u[]oe puslo]es v3 %onedE paRicRdatquE acellquiiliséeZ P
pour la synthése des protéineSdngupta et al., 20)0Par conséquent, il a été démontré que la
protéine mTOR, hautement impliqggé ve 0[Z}u }*S «] oopo JE U % ES] ]%o 0
o[ us}1% zZ P] Ve 0 UM Qurcer a., EEYXEN présence de nutriments, en particulier
les acides amingés § ( 8§ pE- E}]ee v U udKZ ]JvZ] (}ES u vS o[]v]s8] §]]
Viu E pe ¢ % E}S Jv ¢ o}vS v o J(E - 0— S]A 8]}V M %@ eoepe [ |
complexe protéigue ULK1 / Atgl3 / FIP200, jouant un rdle important dans la formation de
O U8} % Z P Pehguptz et al., 2010X "UE o . o[ § § vuSE]S8]}vv o o] 00
o[ ud}%Zz P] v ]Jvd G P]es v3 A o0 1}A%d8(Figure¥d)Esghdsphoryiatien

h><i § SPii % €& udKZ i & p]e v o— 35]A]S 0 I]Jv o (Hm<i spu&E o]
et al., 201).

Des études utilisant la rapamycingv JvZ] ]S u@E udKzZU }u o[ ZE] ~ ZE []vs
o[ v }vSE ,}jwdKZvSE <«p of]vZ]-]EMIVS ]S Gpt]s su((]*s vS %}uE u} J(] C
autophagique dans la cellule musculairglanmucari et al., 2008 Sandri, 201)) Cependant,
l'inactivation du complexe mMTORC2, insensible a la rapamy entraine une augmentation de
o[ ud}%Z P] U % @& o ] ]+ [uv o A 3]}v o SE& veo} S]}v § o— §
0 SE& ve E]%S]}v vVve o[ £% E <]}V dPlavdégradatiorpratéaspria}@dansP | S
le muscle [lammucari et al., 2003 Ces études soulignent le réle de mTOR dans le contréle de
l'autophagie du muscle squelettique et mettent en évidence l'interaction complexe entre mTOR et la
& Ppo 8]}v 0— US}%Z P] ve 0 (}vS upe peslBEewes pnt abautoa e 3
0 }v ope]}v <p 0 % E}S Jv udKzZz v & Ppo <p {19 p *CeS u [ ps}
squelettiquesileel et al., 2013 Sandri, 201)En revanchd]| a été rapporté que la protéine Akt située
en amont de mTOR, contrlendron 50% de l'autophagie du muscle squelettigied!| et al., 2013
Zhao et al., 2007
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Figure BW > ¢ J(( E vSe %Z ¢ o o A}] HE}%Z Pl<p ~ [ %P@&meas®]lpeZ]u &
transporteur membranaire LAMP2 (Lysosomahssociated membrane proteinymarqueur membranaire

[.2.2.4. GSKi't

La protéine GSR (Glycogersynthase kinass3) est connue sous ses deux isoform&SKi r
et GSKitX §3§ Ev] E 5 pv I]v 1A Ve ¢}Jv 8§ 8 ¢ 0 ~V}V %Z}%
dela phosphorylation sur sa sérine Sefi(nes & Jope, 2001Impliquée a la fois dans le métabolisme
Popu ] J<p U o SE& ve}ES [ Pop }e S o[JohZij §3§Tdwe, 2001GBKC 1P v ¢ -
participe également a la régulation négative de la traduction par la phosphorylation du facteur de
transcription elF2, ce qui conduit a son inhibitiovie(<h et al., 199Y (Figure #). La voie Pi3KAkt est
o[uv  « A} - *IPv o]s S]}v <pu] Jv HiltsX 0 [MeZV [6]}¥o Z} #%eZ }EG O S|}V
% E 0 % E}S Jv I]v e 18 % Eu § E S pE& & o[ S]A]S la /&T § 9
synthese protéiqueRigure H). Il a été montré que des souris atteintes de dystrophie myotonique,
une maladie neuromusculaire caractérisée par une atrophie des muscles squelettiques, présentent un
fort taux de GSKit 8 o s S1(X supfregsiod dol[ A& %o E e]}v-it E*<u]s
}ve] €& o0 u vS o] SE}%Z] S o Jojewesral, nqh2Une réckerchén vitrosur
e UC} 0 ¢S ¢ Vv HYOSUE Uu}vSE <<u 0—- A% E c-J}est facilid& Rar]v p]s %
l'inactivaion de GSKi't van der Velden et al., 2008Enfin, des cellules musculaires C2C12 traitées
% E -b[pté&sentent une augmentation de la phosphorylation de GEK u v v§ .
répercussions positives sur la taille et le diamétre des myotuloes donnése suggéerent donc que
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o[]vZ] ]8]}v-it % <E odehyijthése IGE / PI3K/ Akt contribue & une hypertrophie
musculaire {yas et al., 2002

La voie de signalisation PI3KAkt/ udKZ 8§ }v o[V e A}] » % E]V ]% 0
synthése pré& J<pu Z 1 o[Z}uu 3§ Glas& pOIP QitG=L Patel, 2010 Sandri et al., 2013
Sasai et al.,, 2010X > (}CEu §1A [ 18 Ve O UMe® O e*<Hp 0 SS}cp v ul
phosphorylation de mTORGIntrainant une croissance et un développemapide des cellules du
muscle squelettique. Le complexe mTORC1 peut étre activé par divers stisiiptelo[ %o %o} E S
nutritionnel (acides aminésjlesfacteurs de croissance (IGH etla stimulation mécanique (mécano
transduction). mTORCL1 a un effet dirsur la machinerie traductionnelle et la synthese des protéines,

v E Ppo vS o[]vZ] ]S]}v o[ § % []v]S] S]}tv o SE& p S]}v o[ ZE
la protéine 4EBP1 lié a elF4E. De plus, mTORC1 module également la biogenégmdemes par la
phosphorylation de la protéine ribosomale S6 kin&@%6K). En plus de son role dans la traduction
des ARNm, cette voie de signalisation est également impliqguée dans la régulation des métabolismes
glucidique et lipidique, et joue ménuam rble important dans la modulation des différentes voies de
dégradation des protéines (Bader et al., 20@ssahin et al., 2015HerasSandoval et al., 2014). Ainsi
toute intervention exogéne (activité physique ou supplémentation en acide aminéspayawobjectif

[ VEE v E pv ZC% ESE}%Z] upe po JE U AE Ju% E 3]A u vs Ju!

1§ | udKzX % opeU o[ v oCe u}o po ]E §3 A}] % p3 I1SE
anabolisante exercé par un traitement sur éeiules musculaires squelettiques.

[11.3. Le @tabolisme protéique

Les voies cataboliques tiennent une place fondamentale dans le cycle du renouvellement

cellulaireV 00 ¢ Jvd EA] vv v8 v}$ uu v$ ve o[ oJu]v §]}v s ObE}S v

Ce(}v S]}vv 0¢X > Z u%-e [ S]}v * J(( & vSe % E} ntepas S }o]<¢}
HV]<Hd u vS§ 0 P ¢3]}v ¢ }luu P ¢ o00pO JE X >[puv * ¢SJupo] 0 %0
est la dénutrition. Ce stress cellulaire provoqué paminque de substrét)énergétiqués)pousse la
cellule a «»[ u8} P @& pouUE réutiliser ces propres constituants. On retrouve également une

‘UE S3]A 3]}v « A}] - § }o]<p ¢+ o}E- o u} ]Jo]e S]}tv JA Eo e
(glycolyseet lipolyse). Nous allons présenter Ipsocessus majeurs impliqués dans la dégradation
protéiquemusculaire: le systéme autophagilysosomalele systéme ubiquitingorotéasomeet les
calpaines

.3.1.LesC+S u [ US}% Z P] o0oCe}e}lu o

Le processuse protéolyse lysosomale est majoritairement assuré par différentes enzymes
lysosomales appelées cathepsines. Les cathepsines B, D, H et L sont présentes et actives dans le muscle
squelettique; elles ont la particularité de concentrer leur action de dé@tion spécifiguement sur
les protéines membranaires et myofibrillaires (chane uC}e]v 8§ [ B&dheteetal., 2005
Deval et al., 2001 Kubo et al., 2002 X %o E} oo ooupo |&E PE S]J}v % &E o
lysosome repose sur diffents mécanismes destinés a acheminer les substrats cytoplasmiques dans
les lysosomesHigure B« X >[ uS}%einptdie» des protéines chaperonnes, permettant de
reconnaitre exclusivement des protéines cytosoliques possédant une séquence peptidique bie
définie (Arndt et al., 201)) Dans la micrautophagie, le lysosome incorpore directement la protéine
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ou les composants cellulaires a dégradierdes invaginations au niveau de sa membrariél(er et

al., 2000, Sahu et al., 2001 Lamacro pS} % Z P] *S UV %o E} eepe [ PE P S]}v d
o[ vPo} u vs§ % E}S ]Jv U }EP Vv]S ¢ Ju % ES] VvS] E u CS8}%0 eu
HV A ] yo C3&}e}o]<u Ju%o}e [MV  }H 0 u u E v El%e% 2007 US}% Z P
He& Klionsky et al., 2009Xie & Klionsky et al., 200(Figure B). Ce dernier va par la suite fusionner

avec le lysosome pour former un autophagolysosome, dans lequel le contenu enzymatique permettra
o[ZC E}oC- * }Ju%o}e v3e § epu «ERess ribedOmES, ptochahdfiestel autres

}EP v]S ¢« oopo JE & KlionB«Eet al(E2099

Les produits issus de la dégradation lysosomale, retournent dans le cytosol pour y servir de

substrat a la synthése de nouvelles molécules néce@sas 0[Z}u }eS ¢] oopo JEE X ¢ §
permis de mettre en évidence un certain nombre de génesAliglqAutophagyrelated gene) etes
protéines@E epos vS§ e of A% E <plipsso]<peP we o }vSEE€O o[ U8} % Z

ces proténes, il a été démontré que AtgBitophagyrelated gene 6)aussi appelée Bechh, est une
protéine «plateforme» participant au recrutement de différents partenaires protéigues nécessaires
o (}E&u S]}v o[ uSEhalZer}.s PulOkang etl., 2011 Sun et al., 2009 La protéine
> 7 ~u] E}SH pOo ¢} ] S %E}S Jv o]PZS Z ]Jv ie i}lp pupv EE€0 ve O[]V
JEP v]S ¢ C8}%0 suJ<p * % E 0 %Z P}%Z}E }vv v@ma graly o[ M
2007; Tanideet al., 2009. BNIP3 est une protéine localisée au niveau de la membrane mitochondriale
ou elle joue un role clé dans la mitophagie (dégradation mitochondriale) grace a son interaction avec
la protéine LC3 Settembre & Ballabio, 2014X >[ ve u 0 rotéires %npliqguées dans
@[tophagieest principalement sous le contr6le de factsuwle transcriptionde la famille FoxOs
(Forkhead box protein O)ammucari et al., 2007Milan et al., 2015 Zhao et al., 2007 Ces derniers
activent également une autreoie catabolique et protéolytique spécifigue au muscle squelettideie
systeme ubiquitingorotéasome

[11.3.2. Le systéme ubiquitinprotéasome

Le systeme de dégradation ubiquithi¥o E}S <}u ~hW?"e 5 o[pv e A}] ¢ % E}
prédominantes ve 0 PE S]}v *» %E}S Jv ¢ S ofudiE} % .2P0%uNllenuo JE ~
et al., 2015 Sandri, 2013 La voie UPS est invariablement sollicitée lors de situations cataboliques,

§ oo <<y o0 i,vUo Vv U 3 @& po]dngéerCad Jer al.$ PAJB La grande majorité des
protéines constituant une cellule peuvent étre dégradées par ce systéme protéolytique, et en
particulier les protéines contractiles, essentielles a la constitution et fonctionnement du sarcomere.
>gmniprésence de la voie UPS dans le cycle de renouvellement des cellules témoigne de son
Ju% }ES v ve o & Ppupo 8]}v o[ Z&ake} e8ak |19996ando e] €, 2693

La dégradation par ce systéme protéolytique repose sypranessus organisé en deux étapes.

Ve UV % E u] E S u%*U 0 ¢ opu *SE S ] 0 * P @ne \E <}vS a E«p
polyubiquitination des substrats. Dans un second temps, les protéines cibles associées a une chaine de
polyubiquitine sont reonnues et dégradées en peptides par le protéasome Bfsie B). Celuici

*§ }ves]Spu [pv  }u%eo A VSE 0 % E}S }oCS]<u Ti"U H<Hh 0 of o}
complexes régulateurs 19S ayant pour fonction la reconnaissance et le recruteemsubstrats
ubiquitinés f&dams et al., 2008X >[u J<u]8]v §]}v e % E}S Jve ] 0 Jukeo]<u O]
}}% E 3]}v SE}]s VvICu X >[ vIGUA SilvPu MiLQ&]Y % Eu 3§ o[ S]A @
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o[ J<pu]8]v v e (]&£ v3 }wolA%0 GESpX hos] (4] o] pelelie B5fvansiésdd
sur une enzyme de conjugaison E2 (ubiguitimjugating enzyme) par une tragstérification.
>[ viCu T o]P ¢ % Eu § o *<} ] 8]}v O[M J<u]8]v *HE pv E ] M
PE &X /o A]*S uv SE « PE v viu &E [ VICU « T 0O]P ¢ ¢ ~%o0He

E }vv Jee v [uv SE « PE v v}iu E %o E}S Jv o ] 0 X Vv(]vU pv %oz
polyubiquitine est nécessaire pour que la protéine ainarquée soit reconnue par le protéasome 26S
(Schulman & Harper, 20p$igure B). La chaine de polyubiquitine est ensuite recyclée ou éliminée
% @E o[ $]}v [ viCu - o 1 Ubiglisieisspéptidasese qui suppriment les liaisons

[L ]<imgSLam et al., 199¢X W Eu] o UupoS]Su [ VICU « i 0o]P « U e Spu
évidence deux genes codant pour des E3 ubiquifgesses spécifiques du muscle squelettique et
(JES u vS Ju%eo]<p =+ ve o] SEVIRA](Musecle Srecjfi@ng Finger 1) et MAFbx
(Muscle Atrophy #box) aussi conrrisous le nom dhtroginl (Atrophy genel) Bodine et al., 200)L
Ces E3 ubiquitine ligases se lient spécifiquement aux protéines contractiles des myofibrilles, entrainant
leur dégradation par le syeme UPS5odine & Baehr, 20)4

Figure D : Représentation schématique du systénde dégradationp J<p]S]v r% E}S <}u X
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Ainsi, MuRF1 a été identifiee comme étant un marqueur spécifique de la dégradation des
protéinesuC} (] €Joo JE& *U %op]e<pu[ 00 S Ju%oo]<u PolgeetgL, POR]S]v S]}v
des chaines lourdes et Iégeres de myosifieike et al., 2007 et de la troponine I{edar et al., 2004
>[ §]pWAFbxest spécifique de la répressione % E} e 1(C € v ] 38]}v § []v]S8] ¢
*CVvSZ ¢ % E}S J<pu U %op]echu][ 00 i}p pv E€0 Ju%}ES vS vVve O P&
MyoD (Tintignac et al., 2006 § u ( 8§ p& []v]s8] S]1}v GagBdEeCantdldhe &f &1 ~
al., 2008.

d}ud }uu o0 ¢ %E&}S ]V - o[ L3BMEIB & LC3), le protéindsd\Fbxet
MuRF1 sont régulées par les facteurs de transcription de la famille Fox® ¢t al., 201) (Figure
20); des études ont notamment montré que la supression de FoxOl et FoxO3 dans des cas
[Juu} Jo]e Bédw etal., 20D de malnutrition Koyama et al., 20)%u de dénervationtitt et
al., 200 entraine une atrophie musculaire marguéia ces deux voies cataboliques.

[11.3.3.Les &cteurs e transcription FoxO

viu E pge » Sp ¢ %}ES vS *pyE 0 * P Vv ¢ JuKoOo]<pn » Vve o] SE} %o

[ vSI(] & ](( E vsSe ( S HE- SE ve E]%S]}v }uu S vs o[}E]P]V
activés dangesdifférentes conditions cataboliquesdletia et al., 2011 Sandri et al., 2004Parmi la
famille des facteurs de transcription FoxO, comptant 4 membres (FoxO1, FoxO3, FoxO4 et FoxO6), les
facteurs FoxO1 et FoxO3 jouent un rdle prépondérant dans la régulation des atrogéresd, &dal
foispourl e % @E}S Jv ¢ o eCeS u ¢ [ WS} %o-BroRpsonde fiafciugsgly 2004, Stitt
et al., 200). Sous sa forme phosphorylée, le facteur de transcription FoxO est séquestré dans le
cytoplasmeV o %o}UE }ve <p v 0[]vZ] |®h}et Fox© pérEaimsich fagulté a
e (]J£ E *PE o[ E %}UE % E}U}pHA}]E 0 Vv }eCVSEZ » e SE}P v X
FoxO est sous sa forme non phosphorylée, elle migre du cytoplasme vers le compartiment nucléaire
ou elle va activer la émscription des génes cibles impliqgués dans la protéolyse spécifique du muscle
squelettique (ilan et al., 201} (Figure20).

Les génes codant pour la formation des ubiquitines ligagdg-bxet MuRF1), couramment
uSJo]e ¢ }uu u E«u pE ont étf BeE Pwidentifits comme cible de Fox@o(line et
al., 2001; Foletta et al., 201)1In vitro, la surexpression de FoxO3 au sein de cellules musculaires C2C12
différentiées en myotubes conduit & une suractivation de la protéolyse lysosordiedt al., 2007.
[ USE « Sp < }vs u]e v A] v <UL 0« Pve } v %}uE o (}EU §]
(Beclini & > i ¢}vS P 0 u vS e}pe o[]WMimpeval., 2018 MBI chez des souris

présentant une atrophie musculaire a la Sui [uv v EA §]}v }u i ,v U }v }e E/
MPu vs S§]}v }v }ju]s vs o[ 3]A §]}v &}AEKT § Of A% E es*]}v =
(Beclinl et LC3)4hao et al., 2007 Une étude sur des souris knockout de FoxO1 induit une importante

dm]vpus]}v o[]v 1 8]}v e T M ]J<u]8]v o]P ¢« § }v 0 % E}S }o

augmentation de masse musculaire notable chez les souris KO, suggérant ainsi le réle majeur de FoxO1
ve o E Ppo 8]}v 0 % E}S }oCe o0& (Xu gt ad.CAEYU [L ]<u]8]V
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FoxO impaa également la voie de synthése protéique en inhibant certaines protéines clés de
la protéosynthese. En effet, a partir de myotubes C2C12 surexprimant le géne codant pour le facteur
de transcription FoxO1, Southgate etsseollaborateurs ont observé une inhibition significative de
o[ 3]A 3]}v u d KezaJune «gdiiction de la phosphorylation de-BB1 et deP70S6K
(Southgate et al., 2007Une étude monte que FoxQila capacité de transcrire le gene codant pour
la % E&}S Jv ~ «SE]VI ~" evieU pv & Ppo § p&E udKZ « ve] 0 o[ § § v
A }v 3}uE ]vZ] & o- 3]A]S udKZ i % & o[]vSs CBu ] ]CE dn
inhibiteur indirect de mMTORCCIfen et al., 2014). Ladouble action du facteur de transcription FoxO
sur les voies de synthése et de dégradation des protéines, fait de lui un facteur important de la
& Pupo 8]}v 0[Z}u }*S ¢] % E}S J<u W ulu BEigsrez0).HoxOoenttaide}S v |8
également lasurexpression de la myostatine, un facteur de croissance ayant pour fonction de
% E}uIPA}]E oissBiRSHZh & Unterman, 2007

Figure20: Role des facteurs de transcription Fog@ans les processus protéolytiques
11.3.4. AMPK

>[Z}u &si8 protéique est extrémement sensible au déséquilibre énergétique et
métabolique de la cellule. Les voies anaboliques, et en particulier la voie de synthése des protéines,
*}vs ¢ %o E} eepue uv vS pv Ju%}E&S vS }ve}luu StaductiprvdéEP] X v
o[ ZEu § o[ ** u o P e ] ¢ u]ve % & 0 < }u%o &£ ¢ E] }elulcpu -
PE v <U vS8]S u}o Ruiociotth eWl., 2008 X >}Ee [HV Julvus]iv un 8§ pA&
intracellulaire, cela engendre une élévationde lavc VS E S]}v [ DW ~  vRhRdsphdie)v}
§ }Jv puv Z vP uvsd p E 8]} DWI dW Jv ple v8 o[ #HMRadivated 0 %o E } 3
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protein kinaseEmerling et al., 2009HahrWindgassen et al., 20605X >[ DW<U }ve] & juu
senseur du stSus v EP S]<u o] oopo U S <}oo0] ]S e 0}E* <p 0 \
8§ Jvs pv (1] o Vv]JA }v vSE S]}vU }  e]}vv v§ 0 % ES o[
o[ ve u o © % @E} eepe Vv }o]<p ¢ § 0 <y o téh} par un€intEldtion de ¢ %o E }
o[ 3]A]8 W }u%oo EBIsterdiaZ, 106p(Figure2l).

Figure21 W Z€o ol DW< ¢suy& o & Ppo S]}v udKz i 8§ ( 8§ pE SE ve E]%S]

e Spu e+ }vd } e EA <pu[ o eepl]d [pv euE S3]A 3]}v o[ DW<
% u]ee v3 S]A 3§ puE o[ \Wnhirolthidazolé4-carbexamidel- t-D-ribonucleoside), la
phosphorylation deP70S6K, protéine cible en aval de mTOR, dimineentaniére importante,
% E}A}cp v8 Jve] uv E p 3]}v o[ 3§]Adidwuraetal, BOB} IVijieQwuEZets ~
al,2006eX > % E}S Jv udKZ <58 E Ppo Vv P 3]A u v3 % EeopftW<U 3§
]lo § u}vSE «(|a ladfachitd/ade phosphoryler mTOR du complexe mTORC1 sur son site
dZE&iT000U ]Jv pl]e v§ o & 4 S]}v }v. 88 [ 8]A 3]}vU Ju]lvp vs }v
effecteurs Cheng, et al. 2004¢X >[ DW< A& & P ouvsS pv & \WaH3 }vSEE€o0
phosphorylation de TSC2 sur son site Ser1345, inhibiteur de mi@R ¢t al, 20039 (Figure2l). Le
E S}UE [puv 8§ pE [ dW v}IEuU o p V]A p o) oopo VSE ‘v pv o A
cible mTOR permettant le réveil de la protéosydshvia o[ 3$]A]S udckiZief etal., 201h

>[ S§]}tv of] DW< v + o0o]Ju]8 % ¢ ¢« po u vs o[]lvZ] ]18]}v udKzU

régule également le facteur de transcription privilégié des voies protéolytidioxO [{lakashima &
Yakabe 2007; Sanchez et al., 20).4Figure 21« X % v vsU pn }vSE |&E [ ISU o[ DV
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positivement FoxO3 par phosphorylation sur ses différents sites activateurs (Ser413 et Seré88s) (

etal, 2007 X >[pS]oaetidteémsdhZ Eu }o}P]AMBK, tedgiie AICAR ou la metformine,

entraine une suractivation de FoxO1 et FoxO3, ainsiagarexpression delAFbxet de MuRF1Jes

E3 ubiquitine ligase spécifigues du muscle squelettiqeanduisant a une atrophie musculaire
caractérisée par une importante protéolyse myofibrillaite/§trom et al., 2008 Cette méme étude

ulv8@E «<u o[ u%o}] [uv ]JvZ] ]85 UE ol DW<U o0 }u%o}-e U 08 E o
AICAR enréduisry$ }ve] E o0 u v3 o[ £ % E «+]}V, cesdodriees sug§Sreatac

Hv (}ES & Ppo S]}v O DW< euE o0  ( Nysp@Ereectal SAE)fVe E]% S]|}v &} A

V %0 0e *}v 8]}v *uyE& 0 *CeS u hW~” ~E | «Z¥galerhenolXU Tiid6+U
EE€o Ve 0 <SJupo S]}v ; sous[leg &ffédsArandcriptionnels de FoxO3, on observe une
*UE A% E **]J}v * % E&}S Jv » o] - 0 (}@BecBALet LC3 ByudddboL, P}e}u

2015; Fritzen et al., 2016X >RA §]}v o[ DW< ¢§ P o u VS e} ] uv E o} o]e
de FoxO3 et une inhibition de mTORa(chez et al., 202X >[ DW< §] v§ pv E€o Ep ] o
ujvs] v o[Z}u }§ ] oopo J&E % @E ¢ ¢ (}v S]}velluleemars yE v E

tient également une position clé au carrefour des voies de signalisation, confirmant son statut de
& Ppo 8§ pE O[Z}u }eS ] % E}S Jcp X

En résumé, a Vv]A u oopo JE U o SE}%Z] & une donih@on ds <<} ]

diameétre des mymbes euxmémesassocié a une réduction de la teneur totale en protéines
uCl(] €Joo JE <X §§ % &S U }vS VU % E}S < S o0 }ve <u
o[Z}u }*8 ¢] 3§ pn & VIPUA 00 U VS % E}S J<u U E 3§ E]oatidhe E pv
responsables de la protéosynthése en faveur des voies protéolytguesin de la cellule musculaire,
les facteurs de transcription FoxO sont des médiateurs clés de la réponse catabolique au cours de la
%0 Z o [ SE}%Z] X &}AEK EpAdeuxdméphisniesvprotéolytiques principaux de la
cellule a savoiro ¢« «C*S u o [ uS}% Z P] -piotédsonepdseteurs de transcription
FoxOs sont régulés par plusieurs protéines clés possédant une double fonction de régulation a travers
les voies de signalisation de protéosynthése et pratéolyveS]Spu vS o[Z}u }¢S ¢] % E}S Jcu X
et Akt ont des effets opposés sur la relocalisation et I'activation de FoxO. Alors que Akt inhibe FoxO1 et
FoxO3 par phosphorylation, TAMPK phosphofytxO3 sur ses sites activateurs, lui permettant

[ }u%o]E <}v E€0 SE ve E]%S PE [ SE}P v eU o[}E]P]V o[
0Ce}e}u o S [ppilotgdsdine.

[11.3.5.La nyostatine

La myostatine, aussi connue sous le nom de-&Growth differentiation factor 8) est un
membre de la famille GDF, eltieééme sousP E } i %o o (uJoo e ( S puE- E}]ee
~d@E ve(}EU]VP '"E}ASZ & E}E-+ teX [ 3 pv fRuebhehMpaERsmiiscle /£ % EJu
squelettique Elkasrawy et al., 20)0La liaison de la myostatine & son récepteur transmembranaire,
o[ 3]A]v §C% [/ ~ 38Z//*U % E}A}cy pv E Eus u vd 3 pv §]1A 3]
4 et5 (ActivinereceptorLi <]Jv ¢ e¢ <u] *}vS ¢ E %S UE- o[ Filire]R). SC % [

>[ 3]1A 3]}v * E %3 HE+* VESE 'V 0 %Z}*%Z}ECoO,; 88 fois » % E}S
%oZ}e%Z}YECO U 0 ¢ "D 1T S 7T o[ eo} ] vS % }uE (4 Ees @otgives }u% o A
AD §]JA e« }vd o ( poS e« SE veo}<p E ve 0o VviC pu (Jv [ 8JA

viu E Plv e ] o0+ }vSE€0 vS o[ZRigureR)s [ a MydEtating ept ur-puissant
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régulateur négatif de la croissance et th masse musculaire squelettiqueodriguez et al., 2014

Sandri et al., 2008X >[ pPu vS S]}v v AE%E ]}V § } e« EA 0}

physiopathologiques conduisant a une perte importante de la masse musculaire, alors que son

invalidation @nétique entraine une hypertrophie musculaire a outran&argosn et al., 2006 ;

Schuelke et al., 2004X >[ S e U V]eu - *]Pv 0]* S]}v 0 uC}es S]v
}ve] & E }uu pv & Ppo § uE o Ve 0[Z}u }S effiglee@HSg0ezt W UMe

et al., 2013.

Figure 2 : Schéma de la voie de signalisation de la myostatine.

> uC}es S]v o] % 18 E Puo E oddiFEe@Ent mjpliqués Bans « ] o
le contrle de la prolifération et de la différenciatiored cellules musculaires. En présence de
myostatine, les myoblastes C2C12 montrent une réduction de leur capacité proliférativer(et al.,
2007). La myostatine entraine une stabilisation des cellules satellites dans leur état de quiescence
provoquant une réduction importante du nombre de myoblastésciarlane et al., 2008 Au
contraire, les cellules musculaires présentant une suppression du géne codant pour la myostatine
observent une hausse de la prolifération des myoblastés(roskery etal., 2003. En plus de
o[]lvZ] 18]}v 0 %E}o]( E 8]}vU o uC}es 8]v u} po v P 8]A u vs
myogeénique, étape ou les myoblastes fusionnent entre eux afin de former des myotubes mhtures
surexpression de la myostatine dans deslules C2C12 engendre une modulation négative des
facteurs régulateurs spécifiques de la myogenese, tels que Pax7, MyoD et la myogénine, facteurs
primordiaux a la différenciation ek la maturation des cellules musculairesn{thor et al., 2006
Durieuxet al., 2007 Langley et al., 2002 ; McFarlane et al., J0Figure B). A o[JVA E+ U 0 * *}uE]
auxquelles un anticorps antiyostatine a été administrént une élévation accrue de la force et de la
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masse musculaires comparativement a leurs homologums tmaitées (Vhittemore et al., 2008
associées ane hausse de la phosphorylation des protéiRéeSa et 4AEBP1 (Velle et al., 200p Ces
données démontrent que la myostatine agit en tant que régulateur négatif de la croissance et de la
maturation du mscle squelettique, et suggérent que la suppression de la myostatine aurait pour
}ve <p v o[ vV [UWEHEEG&} v P S]( 0[ZC% ESE}%Z] upe po JE X

Figure 23W > A}] 0 uC}es 3]v ve o €& Puo §]}v o[Z}utdriétal] 204E}S J<pu ~ |

Audela de son implication dans la myogenése, la myostatine joue également un rble

important dans la régulation davoie de synthése des protéin®$3K/ Akt/ mTORAmirouche et al.,
2008; Glass, 2010Li et al., 2008 Trendeleburg et al., 200p(Figure B). On observe chez des souris
présentant une absence de myostatine des muscles squelettiques hypertrophiés associés a une

MPu vs §]}v o[ 3]A 3]1}v  « % E}@Idnssettel & al§ 200KADL contraire, la
surexpession de la myostatine chez le rat agit comme un régulateur négapiideurs protéines de
la voie de synthése, A VRY Julvpus]ltv 0 %oZ}e % Ad¢ BEHCSEK &t] e 4EBPE U
(Amirouche et al.,, 2008X >} E -+ [pin vitrdpffectuée a partir de cellules musculaires issues de
souris knock} u 8 0 uC}e3 8]v U o[ v oCe uU}E%Z}o}P]J<cpy E A o upuv pPu
diametre des myotubes associée a une activation plus importd@seprotéinesiAkt, mTOR eP70S6K
(Rodiguez et al., 2011 En revanche, le traitement des myotubes par la myostatine entraine une
diminution de leur diametreNicFarlane et al.,, 2006X >[ ve u 0 e }vv ¢ euPP & v§ «
délétion ou la surexpression de la myostatine joue un role prépomtt dans la régulation de
0[Z}u }¢§ o] % @@ PlUxpzX o[Z}uu U Jo § & %% }ES <<d 0 %oE S]<p
résistance, connu commétant o[ uVv e u} 0] [VSE v uvs % Eu 83 vs [ vV
u ZJupu [ZC% ESE}% Z]EuU e pe ]Eulvsg}v Of A% E <]}V o[ ZEu
la myostatine l(aurentino et al., 2002
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Al uv €0  []JvZ] ]85 ME 0 *CVv3Z ¢« % E}S J<u 35 Jwis o ucC}

des voies protéolytiques reste encorzentroversé. Allen et Unterman ont mis en évidence dans des
cellules musculaires en culture que la myostatine contenait des sites de liaison spécifique a FoxO1
(Allen & Unterman, 200U 0} Ee+ <p [ pSE « Z E Z uE+ u 358 v3 vedk v pv
&}/EK % E o[]vs Eu ] ]E o[]vZElk&hlat al., 201 1%c@Ea}Eng vet all 52696
(Figure 3). Toujours dans un modéle de cellules musculaires C2C12 en culture, il a été démontré que
la myostatineconduit & une inhibition déa voie PI3K Akt/ udKZ U o[ 8]A §]}v &}YAKI
o[ MPu vs §]}v o[ AVRHtxet MURFL (VicFarlane et al., 2006X o[]VA E-+ U o luC

(1] 1T vS s v uC}es S]v u}vSE vS§ puv ]Ju]vuBARbxet MURFE Budgémsant} v
une Jee }v }uld v$§ o[ 3]A]18 p e@roasome GigohE}wl., 2007

Julv sU ¢ }vv e ]v ]J<p v8 <p 0 uC}e3 §]v E Ppo v P 3]A u v¢
PIBK Akt/ udKZ § P]5 }uu pv E % E « pE o[]v]S8] S]1}v o SCE u S]l}v
des protéines 4BP1 efP70S6KAmirouche et al., 2003Méme si de nombreuses études révéelent que
la surexpression de la myostatine au sein de la cellule museutsitraine conjointement une
suractivation de FoxO et une surexpressiorMiEFbxet MURF1 (Allen & Unterman, 2007 Gilson et
al., 2007, le réle exact de la myostatine dans la modulation des mécanismes de protéosyntluese et
protéolyse E Puo v3$ dddg projéique reste encore a éclaircir.

[11.3.6.Les alpaines

Les calpaines sont des protéases a cystéinejlygmsomaleset dépendantes dwcalcium. On
compte 14 calpies différentesdans o[} EP v]eu U inesel, 2 e¥%a3 étant principalement
exprimées dans la cellule musculaiten(et al., 199% X %0 (E §]dn vivo®tlin vitro, il a été
démontré queles calp#nes sont impliquées dans le remodelage cytosquelettigjada régulation de
la fixation des protéines cytosquelettiques a la membrane plasmigaedres et al., 2006Une étude
sur des myotubes de soudsmontré que la déficiencen calpaine 3 entraait une désorganisation
sarcomeérique, suggéraionc unrdle important de cettecalpdne dans le remodelage du sarcomére
(Kramerova et al., 2004X [ uSE % @Ei®dwgenaigodant pour la calpa 3aété associée
a la dystrophie musculaireCharton et al., 2016 Plusieurs études ont montré qu'une actiweati
anormalement accrue des calpaines musculaires étaient couramment observée dans des conditions
atrophiques telles que l'inactivité, la dénervation dtjpoxie Chaudhary et al., 201:2Huang, J &
Xiaoping, 2016 Matsumotoet al., 201)4 1l a été constat < ve o }v ]8]}ve [ SE}%Z] A\
des souris traitées par t@lpastatineun inhibiteur endogéne de la caljpe 2, réduit significativement
la dégradation des protéine& (rintrapiban et al., 2003De plus, la surexpression de la calpastagine
empéchéa transition des isoformes dayosine lentea rapide(Fischer et al., 2001

/o § E %%} ES <umusetladgUSEH } %P4 vS S]tv ¢ }vecalid S]}ve
était associé a une surexpression des caipes (Huang, J & Xiaoping, 201&es calpaines inactives
présenesdans le cytosol se transloquent vers les membranes en réponse a une augmentation du taux
de calcium intracellulaire. Puis au niveau de la membrane, les oafpadnt activéeen présence de
calcium et de phospholipides. Les calpaines activées dégradent les protéines situées au niveau de la
membrane et du cytosol par hydrolyséuang, J & Xiaoping, 2Q1bors dda fonte musculaire, le site
préférentiel de laprotéolyse de calpairsssemble se situer au niveau de la ligne Z, sitdé part et

[ uUSE p » E }u E X teyles(Gdpaings]sbnt capables de cliver rapidement les protéines
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cytosquelettiques telles que la titine et la desmine au niveau dighe Z. D'autre part, les calpaines
sont également capables de cliver rapidement des protéines sarcomeériques telles que les troponines
T et |, la tropomyosine et la protéine i@ myosine et I'actine. Ces protéinesuyoront ensuiteétre
ubiquitinées et égradées en peptides par les protéasomgsiuang, J & Xiaoping, 2016

L & Pupo S]}v O U e UHUe HO J]E S 0 E °pos 8§ [uv <««ulo] &
signalisation stimulant la synthése et la dégradation protéiques. Cet équilibre e dg maniére
11E }vv % E 0 o A}] o *]Pv 0] S]}v eSJupo vS ¢}]S 0 % E}S }Cv
protéines tdkesque Akt et mTOR, ou la protéolyse par le facteur de transcription FoxO. Ce dernier est
O[}E]P]V o[ 3]A 3]}v . HAE *C*S u ¢ u i pE-les systemePdE S]}v
o[ MnS} %-Esdsdmale et ubiquitinprotéasome. De nombreuses das ont révélé que plusieurs
protéines telles que Akt, AMPK, FoxO et la myostatine interférent de maniére directe ou indirecte avec
les voies de signalisation de protéosynthése et praséglyuantainsi un réle crucial dans la régulation
et le controle d o[Z}u }eS ¢] % E}S J<u X % v vsSU ]Jo 5§ ] v § 0] <M
o[]vZ] 18]}v o[pv e uAE A}] + }ve3]Sus]A - 0[Z}u }*8 ] % E}S ]«
basculement de la balance entre synthése et dégradation protéigumgqurant par conséquesoit
UV ZC% ESE}%Z] J}UE uu vs } » EA 0 *u]8 [uvsoit GiA]S % ZC
atrophie observée lors de diverses pathologies ou de situations de stress métatediégugue la
VUSE]S]}IvU o[]v(oS@Eu 2]}¥RICO S]( M VvV }E 0[ZC% }AE] oopo JE X
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IV.Lestr %o}ve « o0o0OHO JEE ¢ 0[ZC%}A]

La réduction de la disponibilité en, €st définie Juu pv 8§ § [ZC%}A] X 00 % psS !

a une expositiorprolongéea unefaible pression partielleen Q, observéechez les personnes vivant
en altitude, ou touchées par des pathologies cardiovasculaires ou respiratolezkson et al., 2005
Eckert et al., 2007Kent etal., 2001 p v]A 0 UEU 0 %E **]}v % ES] oo (o]l|
150 mmHg le transport de I'Q de l'air ambiant vers les tissus tels que les muscles squelettiques
entraine une nette diminution de la pression eaXd Z | o[Z}uu U 0 %o, desPvoies o[K
aériennessupérieures des bronches,des alvéoles puis de la barriere alv€o %0 ] 00 ] Eau sang W [
artériel fait diminuer la pression en.@ 105mmHg et atteint 35 mmHg soit 5% dans le muscle
squelettique Richardson et al., 2006>[Z C %o } A ] oopo JE }EE %o}V SPusS  Ju]vy

L e ]Jv o S]eepe @ [Ce@UR deyenant bien inférieur au besoin normal de la cellla
taux entre 46% Q est considéré comme un environnemest normoxie (normal), entre 2% Q, on
% E o hypoxie dite physiologique (modée¥ endeca de 2% @une hypoxie pathologiquest un
S WA irfférieur & 1% est qualifié hypoxie extréme Chaillou et al., 2016Deldique et al., 2013
Richardson et al., 20)&Cette hypoxie est considérée au niveau cellulaire comme un important facteur
de stress métablique (Vlajmundar et al., 2010 Liu et al., 2006 Plusieurs étudem vitro et in vivo
ulv8@E vS8 <«<g 0 ¢ UM*® O ¢ o*<h 0 SSJ<pu e ZE}IV]<H U VS A %o}e o 0[Z
conséguences néfastes sumtedéveloppemen (Chaudhary et al., 201;2Man et al, 2009. Nous

oo}veU 0}E-" Z %]S5E U % *+« E v E Ap 0 ¢ % E]vV [% HUAE u V]
au sein de la cellule musculaire squelettique.

IV.1.Les aaptationsmoléculaires 0[Z C %o } A |

Au sein des fibres musculaires comme demsges les cellules, les mécanismes détectant les
variations de la pression partielle d'oxygéne activent des processus adaptatifs qui favorisent la survie
O}Ees<y 0 J*%}v] ]o]8 v }YECP v 8§ (] o X >+ u]8§} Z}v E] » *}vs
éléu v§e VvSE pALE vVveoO § 3]}v .viadneHihéglipu accrue fik€spéces réactives
de l'oxygéne (ROS) de la chaine de transport d'électrons en réponse a une hypoxie. Les ROS libérées
dans des conditions hypoxiques agissent comme des agents de signalisation qui activent diverses voies
de signaliation intracellulairs, et notamment la stabilisation du facteur de transcription -HiF
(Sabharwal et al., 2024Sullivan et al., 2033

IV.1.1. HIFL

> ¢ (OM SH S]}ve [ A%}]S]}v S 2 ads#intdd lhodedlule néoeskite un
%o E} ool %3 5] ( Ve O VRS E 5§ o]E& o <plo] & v EP §]«u €
]v 1*% ve o0 ¢ un }v (}v §S]}vv u vs oopo J& X > & Ppo $ pE VvSE o
mécanismes permettvs o[ %3 3]}v o A (E btisdylaire gste facteur fIK transcription
HIF1 (Hypoxidnducible Factofl), constitué de deux soumités: HIFir § ;f&lyeretal., 1998
Semenza et al., 1998 >}Ee* [PV ( Joo v CR[V% %Y ED[}EAE v]eu U o[ S8
transcriptionnelle de HIFr ( A}E]e o] £ % E <]}V ]1(( &€ v§« Pv e C VS 0 (
0 SE ve-% }£etla diffugikn de celuti au sein des différents tissus, organes ou régions de
O[}EP v]eu efthppravisionnés enO
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Localisé dans le cytoplasme, HIF o0 % &3] po &]S %oj}e tres caurfeven U |
condition de normoxie. v. %0 E ¢ Vv [}EQP wdU]Jyk& 0 § 8 E %] u vs P&E
protéasome Eemenza et al., 2001(Figure 2). Ce mécanisme de dégradation est hautement

% V VS 0 %o (E; et de fer prmettant aux prolyZ C E}ACo » » ~W, ¢ [ZC E]}A(
résidus proline des domaines protéigues ODDD (Oxggpendent Degradation Domain)
responsables du processus de protéolyse de HIR §§ & S]}v [ZC E®}ACO 3]}V %o
entraine & liaison de HHE r avec un groupe hydroxyledH) et saeconnaissance avec la protéine VHL
(Von Hippel Lindau protein), entrainant sa polyubiquitination suivie de sa dégradation par le
protéasome 26S ge et al., 2004).

Figure 2 : Schématisation de leégulation de HIFir v (}v $§] niveau doxygéneintracellulaire.

> %0 S]}v 0 uzau sgin du ¢empartiment cellulaire provoque une défaillance
0 % 15 [ZC E}ACOo S]}v ¢ W, U % Eu S$Sin€ ]ve(Emierestalpes]e 5]}V
transloqué awniveau dunoyauy se lie & un cofacteur (P300/CBP) et forme un dimere actif avec ka sous
unité HIFit Semenza et al., 200 Figure 2). Localisé exclusivement dans le noyau, la stabilité de
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HIFEt v[ S %o ° % v v3u WKYYVAE oopo |E H JVvSE J&E *lv Z}u
% v vSU o (}Eu S§]}v O[ZIrS G4 U & Jy/Re% ve O 0 JweS]Sus]}tv

o[ 3]A 38]}v S ve E]%S35]}vv 00 U (-13Aqed@Es et &8 E0YSFigaids Dans , / &

des conditions hypoxiques séveres, le manque d¥dprobablement suffisant pour inhiber la réaction

d'hydroxylation, alors que dans des conditions hypoxiques légeres, la production mitochondriale de

ROS est nécessaire pour supprimer l'activité desin@shydroxylasesKv % ps v}s & «u o[ S3]JA §

de HIFi 8 % Eu]- P ouvsS % E o[ u%o}] Z oS uE (€U S o «p
( EE]}AE u]v U € vsS o ( poOS [ VEE @ etvpar}eotsé§Uentlimhibde o &

o[ B35 ZC E}ACo - e W, U }( § HE ]V ]*% ve O oir @psteid]}v [ZC |

et al., 200).

>[ 3]A 3]} w1 entra®e la transcription et la surexpression de nombreux géneseible
e ve] O - 0[ZC % }AE] U %o}lee WE&WMSELY Viuupv <«p of}v viuu ,Z ~,(
Responsive Element)S(eijer et al., 2004 X v & %o}ve 0[ZC % }AE] U }v % S ]Jve]
MPu vs S]}v Of A% E **]J}v ¢ P Vv e JuXoo]cph » Vve 0[] ECSZE}%}b -
la formation Po} po » E}uP «U o[ 0 A 3]}v pu 8 uE [ ECSZE} CS « u o]
SE Ve % }Eluxtissog(lrimmetal.,, 2008 X Wope] pE* Sy ¢ }vS Uu}vSE <«<pu[ o <p]
hypoxique, HIA favorise la transcription de géndau %o o0]<u ¢ ve o[ vVRhpRtwal.e 2085 ;
Risau, 1997 ; Semenza et al., 2)@€ls qude VEGF (Vascular endothelial growth factor). Le VEGF est
O[MV * %o E}S VPP @®IL © 0 ¢ %O JUR}ES vS ¢ p % Gndukeues [ VP]}
I[[ uPu vS §]}v 0 ve]$§ pH E ¢ %]oo ]&E Ve 0 I}v ZC%}AE]«
% Eu SS vS ]Jve] o Ju]vpusS]lv 0 ]e3, facilit vS ] (J\aepioxisionodrient
cellulaire en @(Ahluwalia et al., 2012 ; Ferrara et 21003).

> Julvus]}v p vhAtissulairgKa pour conséquence, une transformation du
métabolisme de la cellule. En hypoxie, la voie métabolique aérobie du glucose se transforme en une
glycolyse anaérobié/\(ebster et al., 2003, Kim et al., 200Beplus, on observén vitroque les cellules
ZC%}/E]<pn ¢ }vs pv E}]*e u vs o[ £% E <+]}v « VvICu » PoC }0C3]
glucose, les GLUTVpod et al., 2008 X >[ZC % }/£] U % E o []lvidvdise lasuf@Eoduction &

[ dWao PoC }oCe v &} ] (v Ju% ve (E % &S] o0 u vS o0 u v
(Denko et al., 2008Kim et al., 2006 Des recherches sur dssuris knoclout en HIFir u}vSE v§ pv
profond changement de leur métabolisme, avec basculement versétabolismemajoritairement
oxydatif, alors que les souris déficientes en prolyl hydroxylase présentent des taux plus élevés en HIF
i r lssocié aun métabolisme principalement glycolytiquérGgones et al., 20)8Des auteurs ont

ule 0o[ZC % }S5Z mpaetude of Jsignalisatiode HIFL peut aller au 0 [V %S S]}v
métabolique provoqué %. E o [ Ze j[Buérd leddlement un role dans la définition du type et de la
taille de la fibre musculaire. Une étude menée sur des rats exposés a une epwir@mninormoxique
(21% Q) montre que les taux de HIFr *}v3 %oope 0 A e p e ]Jv e« Uupe 0 ¢« E %] =
UHe 0 » 0 V3eX % OpeU 0 ¢ uS HE+* }vE } « EA <p[puv +3Jupo 8]}v
fréquence et [ntensité élevée reproduisant une contraction typique de muscles rapides, endiin
une augmentation du taux de HIFr  ve o <}o ]JE U }u%l}e u i}E]S ]E u vs (] ¢
contraire, une stimulation électrique de longue durée, de basse fréquencdeefaible intensité,
typique }JVEE $]}v <p o[}v E SE}uA Ve O ¢ UHUde O « 0 V88U VSE v
HIFir p upe o >U Ju%o}le %o E]V ]% o0 uLwsleetdl], B2 E %]  ~
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IV.1.2. REDD1

En hypoxie, la protéine REDIRedulated inDevelopment and DNAamage responses 1),
jouant un rdle crucial dans la régulation de la survie cellulairdagprolifération des cellules
cancéreuses, a été identifiée comme étant une cible transcriptionnelle del Hfigure ),
(Pouysségur et al., 2006Sahra et al., 20)1 Au niveau de la cellule musculaire, REDD1 est
% E]V ]% 0 U VS Ju%oO]< ve 0[]VvZ] 1(5bler et alo 20%pEguse B). Inwitré Z

EUP E}o ¢ S+ }o0o }E 8§ PE-+ }vS u}vEE <y cansécytive aynstdss S]}v [
ZC% }E]J<H 8 %o vV VS [UV UE A% E ]}V Z iX Y%oopueU o] E
0 %E&}S]Jv Z i v[VvVSE v U uv E Ppo 3]}v v P 3]A -BPue&KZzZ §
P6in"0< 0} E- A Z@1%6IERl., 2004eU 0} Ee <pu[ H }IVSE J]E U 0 *uE A% E
( AYE]s o 3]A 3]}v d™ TU % E}A}<p v3 pv  JvZ] 18]1}WProsel| 3]A 3]
(Brugarolas et al., 2004 ; DeYoung et al., 2008 ; Favier et al). BiéA que demombreuses preuves
suggerent que REDD1 soit associée a la régulation négative de la voie de synthése des protéines,

o[ ve u o e Jv§ E S]}ve VSE Z i S 0 U V]eu - o[ SE}%Z] up
étre élucidé.

IV.1.3.AMPK et hypoxie

Nous avons vu précédemment quBMPK est le senseur de I'état énergétique de la cellule

(Hardie et al., 2005 Cette protéine est extrémement sensible au ratio AMP/ATP et également aux
*SE ¢+ U S }o]<pg e S 0 <u O[] eV ‘U oS4 € $Z HuS|E] ] Hue W [ G %o } 4
(Hardie et al., 2012 Kemp et al., 199X viu E pe ¢« Spu ¢ }vs (]S o o]v VvSE o]
ol DW< § o Julvus]}v ;iptracphulaie Efkerling et al., 2009Nagata et al., 2003
Papandreou et al., ZB ; Wadley et al., 2006Figure B) X % v vsSU 8§38 ]Jvs E S]}v VvsSE&E
§ 0[ZC%}/E] § % E]Vv ]% o0 u vs ul]e v A] v o0}E- E Z E Z -
% E}o]( E S]}tv OOMHO ¢ SHUIE O ¢ %o E ][vHUeBR}V20Tqkue i@l e Z C %o} A
2010; Papandreou et al., 2008ettE ¢ %o W E Z E Z +» +» *}vS JvS E s o £E]
dans les cellules musculaires. Une étudgitrosur des cellules HNSCC (Head and neck squamous cell
carcinoma) a montré qipuv  ZC % }AE] % E}o}VvP VEE v uv %op]e u vd pup v]A

oopgo ¢ U V]( *S vS % E pv Jee HS uE [ dWU % E}Ryare v3 Jve]
25). Dans cette méme étude, les auteurs ont observé que lorsque ces mémesscadingrétraitées

A puv %plee v3 JvzZ] ]38 nE ol DW<U o0 veRpres§ion gevREDDRhGt@ES vS }
Vv E %}Vve MV %o]e} [ Z C%iEder &hodE J)ICes résultats mettent en avant
un possible mécanisme interactionneV&§ & o[ DW< § Z | 0o}@&es [puV %o]*} [ZC %o} A
ol DW< i}y & ]88 pv E€o ve o & Ppo §]}v O A% E <]}V Z iX

] v o EE€o0 ol DW< ve oMa@] 13]JAv3]lwudKZ}v JvZ] 18 pE d~
}v 181}V [Z C %o }éEEJn Witk @rudarolas et al., 2004.iu, et al.2006 ; Schneider, et a20089),
ces données restent encore tres controversées dans les momélego(Chen et al., 2010; Favier et
al., 2010e X >[ ve u 0 0 }u%E Z vel}v s u V]eu * % E 0 <<y 0° o[ DW
o A}] *Cv8Z + VvV ZC%}AE] & S Vv }E ISE op] X >[pv e A%
o[ HPu vS8 8]}v p *SCE +« }AEC Vvs § e Zokirte dw Biveau GelltEdire P%b |
mitochondrie Clanton, 200), % }uA v8 u} po & o[ 3]A §]}v ol DW< 0}E-+ [pv
(Emerling et al., 2009 ; Mungai et al., 211
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Figure 5: Z Ppo 3]}v o A}] 181 udKz 8§ o A}] 0[ZC%}A] A] o[ DW< 0}

IV.1.4.La mtochondrie etle stress oxydant
IV.1.4.1.La haine de transport des électrons

>[uv e (}v 8]}ve % E]vUIE}0Zdv EJo ¢35 0 %E} p S]}v [ dwWU
indispensable a de nombreuses réactions biologiques de la cellufét(is & Rutter, 2009 Stump et
al., 2003 X ~}v E€o0 % E&} W S HWE [ Vv EP] ou] % EuU § % ES] 1% E
de nombreux processus intracellulagetels que la contraction musculairda régulation de
nombreuses enzymes,ou encore |e modificatiors posttraductionneles (notamment la
phosphorylation). La chaine de transport des électrons, localisée au niveamdmlarane interne de
la mitochondrie, est composée de cing complexes multiprotéiquegufe B). Les complexes
mitochondriaux | et Il utilisent les électrons transportés par le NADNIdotinamide Adénine
Dinucléotideket la FADE(Flavin Adenine Dinucledi),issus du cycle Krebsi(st, 2013. Les électrons
e}Jvd vepl]s SE ve( E ¢« A E* 0 }u%o £ /// % E o[]vd Gu ] ]E qu
cytochrome C, agissant comme une navette pour amener les électrons vers le complexe IV. Ce dernier
utilise les électrons en provenance du cytochrome C afin de catalyser la réduction melEOulaire
enHKX > SE& ve( ES +« 0 SE}ve VSE o0 ¢ }u%o A « /U /Il § s ¢f
protons H de la matrice intramitochondriale vers I'gsace intermembranaire, générant ainsi un
PE ] vS o SE} ZJul<gd % Eu 85 v8 pu }u%o £ s [uS]o]e & 5§83
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ulo po [ W v dW % & o[]vs CBu ] ]J&E o[ dW «C V8L, 2013 }u% o0 A
(Figure B).

Figure26 W ~ Z u S]e S]}v g u vVv]eu *CVvSZ » of dW Jeep o Z'v SE
~ [ %o (E ephpmd&cie.com).
>[}A£Z£CP v u}lo po JE - ES Z ulv @ o 0o SE}veequ8E Z <«
o pKoit transformé @ HO par le complexe IFigure B). Les ROS sont alors produits par les différents
complexes de la chaine de transport des électrofisphy, 2009. Les complexes |, Il et Il contiennent
e ¢]8 ¢ % E O *<p O0° 0+ 0 SE}we cpepdvis &3 PIEE poJKest o[K
]Jv Ju%o § U v8CE v vS o (}Eu S]}v {pX v@give RO% pAnphe rmé-pgér

0 ul&) Z}v E] & <& VA EE] V % @}EG E[BL EIP v o, *u% E}

dismutase (SOD)B(and et al, 2009. Par la suite, la glutathion peroxydase (GPX) catdlyse

transformation de p4A& u}o poeOren[HO et Q. On peut noter que les complexes | et I

produisent uniquement du superoxyde localisé dans la matrice mitochondriale, alors que le complexe

11 (}Eu H *u% E}AEAEC o (}]* ve o u SE] § ve o *%o ]Jvs GEu
ve o0 e%ntermembranaire peuvent avoir une influence sur les voies de signalisation

cytosoliquesLesRC5font partie intégrante de plusieurs voies cellulaires, méme si les ROS &xcessi

ou mal localisées endommagent les cellules. Les ROS fonctionnent comme #esil@sode

signalisation qui régulent des processus tels que la stabilisation dé, fEtivité transcriptionnelle

de NFkB, la production de pieges extracellulaires par neutrophiles (NETs) et la stimulation de

o[ U8} %o@IcElbrey et al., 2006Rayet al., 2013.

IV.1.4.2Lap ESuE 3]}v o[ 3]A138 u]8} Z}v E] o VvV ZC%}A]

> [Kest un élément essentiel dans le métabolisme aérobie en raison de son role central dans

0 % E} nu S]}v [ dW % & o ¢ ul8} Z}v E] X >[Zdaptalieby avecopppuro |E v
}i 81( [ pPu vs E ofvéiskesdssus [iypoxiqugangiogenése), tout en diminuant
e*JupoS v u vS8 0 ¢ % E} ecpe oopo ]E SBuryvettalu 159a&EmenfadaVal ~

2001; Wenger, 200p. Dans les nombreuses %0 S $]}ve oopo JE - 0[ZC%}/AE] U ]o
surproduction de ROS mitochonduia Des étudedn vitro sur différents types cellulaires ont montré

<U 0[ZC %} AE] 0 E& S pPuvsS 0 %E&} n S]}v ¢ ZKN % SE 0 Z
mitochondriaux(Bell et al., 2007 ; Chandel et al., 1998 ; Emerling et al., 2009 ; Guzy et gl (Fijre
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25. Cette formation de ROS est principalement issue du complexgénih(et al., 2003 lesROStant

produits ve O[ * %o Jvs EGu u & v |E e u]S} Z}v ] » S ousand CS} %0
influer sur différentes voies de signalisation intracellulaiféisgn et al., 2011aHamanaka & Chandel,

2010; Sena & Chandel, 201L@Figure 5). De plus, une étuda permis de mettre en évidence une

Jvd @ S]}v VEE o0 PE% E} u 3]}v ZK~A v % E}A v v Ju%oo A
stabilisation de HH r X o[} %0 %$ eellliles en hypoxie pour lesquelles la biogénése mitochondriale

a été bloquée montret une réduction significative de la stabilisation de-HiFGhandel et al., 2000

Guzy et al., 2006X v (]vU ]o § } e+ A, oft[iM ¥ )@ edodehe augmente la
stabilisation de HIH r Ghandel et al., 20Q@t active dans le méme temfasprotéine AMPKEmerling

et al., 200y (Figure ).

> Julvps]tv W Sntrafelluleie entraine une pléiade de processus et mécanismes
adaptatifs permettant a la cellule de faire face a ce stress hypoxique. La stabilisation rapidelde HIF
en ZC %o} A ] § elvo EP Z u% [ S]}v op] }v( & o <S8 Spus E Ppo S
de transcription a la faculté de promouvoir de nombreux genes possédant une séquence HRE,
E *%}ve 0 VSE USE ¢ [ E} SE roogeketialdensité pu réseRw Gapilaire
(Jv [ MPu vd E 0 SE Vve%}ES 3 o[ & %idEdeh Lelliles, tissusset régigns de
O[}EP v]eu <}ue ZLS%t pgalement/cnsidéré comme un répresseur des voies responsables

de la croisance cellulaireV v % E3S] po] EU o[ 3]A §]}v . ]oUu z iU ]
[ $]1A 3]}v o A}] *Cv3Z via OP]VBIESI W « udKzZX >[]vZ] 18]}V

anaboliques de la cellule de la part de-#I&t de la protéine AMPK % }uE S E p]J]E of ve L
* % &} eepe S u v]eu e ooOpO |JE ¢ (}ES %o V. V o u}o po |

issue de la mitochondrie se trouve considérablement réduite en hypoxie. La mitochondrie semble donc

A}JE 0 % EImERVSe I pE 0[ZC % }AE] U %0 E ° %0 ]85 % E} U]
le cytosol, ces RO®]S} Z}v E] A S vS % E 0 p]S & *%o}ve 0 o[]v]S8] §
HIFir o}@E- 0-ZC%}/AE] X }vSE & p(Eve U 0%S S]}v 0[ZC%}AE] U Vv (
protéosynthése, serait o[ uv e 0 ¢ o0 o]Ju]s §]}v of SE}%Z] upe po JE v

IV.2.Les @aptations du muscle squelettique en hypoxie

> E& M S]tv pitagEllulpike provgue de nombreuses adaptations, telles que la
stabilisation du facteur de transcription HIFU 0 ep@E A % E *<]J}v p P v ZAMPK o[ 3]A &
et la surproduction de ROS mitochondr&(Eigure B¢ X >[ ve u 0 *  Z vaRondurs e
ala miseen place de plusieurs mécanismes ayant pour objectif un ralentissement, une modération des
voies anaboliques et de croissance callul 0} E+s [V ¢SE ¢ ZC% }AE]<H X E}ue o00}ve
focaliser sur[Ju % So[Z C %aphgdek différents processs de régulation et de développement de
la cellule musculaire.

IV.2.1.Le dssfonctionnement etla perte de cellules musculaires squelettiques

La cohorte de données citéprécédemment et tout particulierement les recherches menées
invitro «pE JA Ee+ ¢ 0]PVv ¢ o00p0 JE *U E A 0 <u[pVv Ju%}ES vs E |
diminue le taux de synthése des protéines et augmente la protéoBseer et al., 2007Caron et al.,
2009; Ren et al., 2010 Rodriguez et al., 20)4Hoppeler & Vogt mettent en avant que lItilsres
musculairesdnt % E 3] * OOHO * O[}EP v]eu 0 * %OHs %S * 0 P <3]}v
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O, (Hoppeler & Vogt, 2001le muscle guelettiqueétant ¢} pu]e * % E]} ¢ [ZCW%}AE] SE

0}Eecu O[}EP v]eu 35 v « e 0Ju]d * Ve 04} %% GERA]*] A LS v o Z Collk
[ Vv uE Vv U & VvjeSewval.,, 2002 X > ]ee KL 5 tipsdairg] i€ntrainede

nombreuses conséquences dans les mécanismes régissant la contraction musculaire.

> Ju]vus]}tv 0 % &} u S]}v o[ dW % € o u]8} Z}v &] S o -
anaérobie destinée &ombler le faible rendement de la filiere aérobie Bnv E o[ 08 & §]}v
O[ %% & ]Jo }vSE S§]o e (] & < @anvallpoet)dE 1996v; A P4 al.~2003 ;
Howlett & Hogan, 2007 En effet, les analyses de biopsies musculaires de patients souffrant
[ZC % }AE u] ZE}v]«p O}mantremt uné/disparition progressive des fibres de types | et
une augmentation de la proportion des fibres de typesidl Qca et al., 2006 ; Man et al., 2009 ; Patel
etal., 201% (Figure Z « X viu E pe » Sy ¢ }vS ujvsSE <<y o[d€dgeldelpn Jv ]S p
SC% }0o}P] upe po JE A v}S uu vS pv SE ve]S]}v [HV % Z V}SC %o
glycolytique anaérobiede Oca et al., 2006 ; Natanek et al., 2013 ; Man et al., 2009 ; Patel et a)., 2014
Kv ep% %o} <«<g 0 ¢ E % E Hee|fE O 09PZCHB}A? (] E » upe po JE -
majoritairement les fibres de type |, conséquence de leurs propriétés oxydatives et leur forte
%o VOV 2 (MpK et al., 200 Cette transition des fibres lentes vers des fibres rapides est le
manifess [UV % E }u]v v [uv u § }o]leu PoC }oCS]«u o[]veS E [pvVv
Cependant, une étude de Theije et ses collaborateurs montrent que les fibres de typesdlle®nt
aussis E] pe u v (( 8§ -« % E ccavséqarAné tgductiok de la capacité de diffusion
04, Kin réseau capillaire amoindri et un épuisement des stocks de glycogi@mentson et al., 1900
- Jobin et al., 1998de Theije et al., 2014X >}@Ee [pVv §]A]8 %ZCe]<p ulu u} E U
atteints de BPCO éproume pv  Jvs}o E v ol ((}J&SX *CU%SEU 5 Vv % ES]
structurelles et métaboliques des muscles squelettiques, le muscle devenant plus fatigéitedes
changements métaboliquesvigdor et al., 2004 ; Maret al., 200). De plus, ce changement de
SC%}0}P] upe po JE [ }Iu% Pv [Uv  Ju]vus]tv oe par une upe Ho ]
réduction de la section transversale des fibres musculaibesier et al., 2002 ; Jakobsson et al., 1990
; Jobin et a].1998.

YU oo <u }]S o }v ]8]}v o[}E]P]V of duQpsiioiBdique), WA ] E}vv u

observe dans la majorité des cas une perte de masse musculaire plus ou moins imperdotection

0 * A E]S 3 3 u%e [ /FBypediglgtrgustiet s E02Netzer et al., 2008
Tschop & Morrison, 200Q1Plusieurs études menées en haute montagne révelent que les alpinistes ou
personnes résidant en altitude subissgesiitea cetteexposition de longue durée a trés haute aitle,
une diminution du volume musculaire et une réduction de la section transversale des fibres
musculaira (Hoppeler et al., 1990 ; Hoppeler et al., 2001 ; MacDougall et al., 1991 ; Mizuno et al.,
2009. Hoppeler etl, observent une chute de la masse porelle entre 510% et une diminution de
719 o ¢+ 3]}v38E veA E- o0 e (] & » upe po JE ¢« ve 0o A 5 [ES EvV

0 «u Jv e %0 O L ® A1i11uHoppelsr] stpal., X990 Ces résultats sont également
retrouvés chez ¢ epui S C vS eu ] pv JU% E ]}V % EIPE ++]A ME vS ¢
chambre hypobare simulant une ascension. Les résultats montrent une perte de masse musculaire de
13 a 15% et une réduction de 25% des surfaces transversales de fibre rmas@idaDougall et al.
1991). Les chercheurs de ces études ont également observé une augmentation de la densité capillaire,
% EU SS vS pv  u o]}E 3]} wvars ESEnusclas}iEEipdl&ment sollicitésppeler et
al., 1990 ; MacDougall et all997). Cependant, le rapport capillaires/fibres musculaires demeure
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lv Z vP % E& ¢ uv o}vPu % E]} [ZC % }AE] U suPP & vS <u o[ pPu
attribuée exclusivement a la réduction importante de la section transversale des filbwsculaires,
}ve <p v ]JE S o[ S} %Dppelepet pl.o20@E, Mizuno et al., 2008

Figure 27W }ve <u v [uv A% }*]8]}v 0[ZC%}AE] *uE 0 SC%}0}P] e (] & - U
~ [ % E « < % Z]v-IlC(AsMavguage padim¥nhunofluorescence des fibres musculaire de type | (bleu),

0 85C% /I ~E}uP « 3 0 3C% [//IE£ ~A ES ~ EE A iii..u*X ~+ v oCes v
musculaireP <0,05 vs Control. COPD (chronic obstructive pulmonary di U &&D/ ~( § (E u ¢* ]Jv A ~
Kapchinsky et al., 20).8

Uv Vveu o [} «» EA §]}ve o]v]c<p o u}vs@E U VIA p upe po |E
transversales des muscles squelettiques de patients BPCO sont inférieures de 25% en comparaison a
des sujets sains GGosker et al., 2002 ; Jakobsson et al., 1990 ; Jobin et al.) (Figare 27).

}JVSE J]E& u vS8 i § ¢ v A%} MV ZC %o} A [ 08]Sp U 0 « % &E

capillaires/fibres musculaires diminué drastiquement, résultanfptv E p S]}v  }v }u]s vs§ o]
densité des capillaires et de la masse musculditeppeler et al., 1990 ; Jobin et al., 199Be
nombreux travaux se sont intéressés aux mécanismeas{E | P ] v o[ SE&}%Z] upe po 1E .

BPCO, les hypothése3 vA EP v3 3}us « A E+ pv « <plo] E O[Z}u }& ] %ol
cellules musculaire®gbigare et al., 2003 ; Doucet et al., 2010 ; Riignova et al., 2015 ; Testelmans
et al., 2009) caractérisé par une réduction de la synthése prot&get une recrudescence des
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systémes de dégradation des protéines spécifiques au muscle squelettigaea(in et Sandri, 20).2

d}pus (}]*U o ¢ e o o SE&}%Z] upe po J&E * % S] vS§e W K v +<}vs
élucidées, de nombreux factelte }v(}v vSe Avs ISE % E]e v Ju%s luu o]
*SE& ¢ }AEC VvSU of]v(o uu 8]}vU o }ES] }18Z E %] U o u ovusS&E]S3]}
§ PJeu YX

Figure:B:"\ §]}v 8E veA E- o e UMe O 0 M]*s % E §}u}P‘GE %0 Z ] [V epi §

W KU A e U VepE $]}ve  iiOUA ul & 66UO0 ui E *% &5]A U VS ~ [ % @E -
Plusieurs recherches menées sur le rongeur en hypoxieS 0% @Eul]e [} + EA E o

}ve <pv ¢ JE S - o[ %o %o LAUEIRrégulatién de l&masse musculaitéillou

et al., 2013 ; Chaudhary et al., 2012 ; Favier et al., 2010 ; Hayot et dl), Rne étude sur des rats

males exposés a une hypeypobare (diminution de la pression ep) 8imulé a7,620m pendant 14

jours montre une perte de 30% du taux de protéines myofibrillaires associée a une augmentation du

systéme UPS. Cette méme étude observe également un taux de renouvellement protéisjééepé,

suggérantune augmentation concomitante de la synthése et de la dégradation des protéines.

Cependant, on notaine protéosynthég inférieure a la protéolyse, entrainant par conséquent une

perte de la masse du muscle squelettiguénfudhary et al.2012 (Figure ®). De méme, dans une

autre étude effectuée chez le rat exposé a une hypoxie hypobare de 6,300m pendant 21 jours, la masse

musculaire et la section transversale des fibres du soléaire étaient bien inférieures a celles das rats

conditionnormoxique Favier et al., 2010

62



Revue de bibliographieLes réponses cellulaire B4 C %o } 4 |

Figure ® W /u% § 0[ZC % }AE] -p
les cellules musculaires du
gastrocnémien de rat colorées a
I'hématoxyline et a [I'éosine

~ [ %E& -« ZpzZ EC § oXU Ti
(A) groupe contrdle normoxie. (B)

Exposition a une hypoxie de 3

jours. (C) Exposition a une hypoxie

de 7 purs. (D) Exposition a une

hypoxie de 14 jours. La fleche

indique  I'endomysium  mince

~ EE A ii..ueX

IV.2.2.Les dfets 0[ZC% }AE] *HE&E 0 UuC}lP v o

Viu E pe o JVA «3]P 3]}ve %}ES vS suE o ¢ (( 3 0[ZC %} /]
myogeneése ot été menées surifférentsmodélescellulaires Ainsi, des cellules de type C2C12 ou des
UC} 0 3 ¢« >0 pOS]A « v }v ]3]}V . iniEGeus p/AB%) sost easEctéfisées par une
faible fusion des myoblastes en myotubes, associée a une réductio o[ £ % E <]}V D, S& u]
un défaut de différentiation par comparaison aux celludgscondition denormoxie Dicarlo et al.,
2004 ; Majmundar et al., 20L1Hidalgo et al., 2014 ; Launay et al., 201e nombreuses études ont
E %% }ES W/ ZCE S E]e %intEriguv aR% difecfait négativement les MRFs
tels que MyoD, Myf5 et myogénin®icarlo et al., 2004 ; Majmundar et al., 2011 ; Yun et al., X005
§§ @& Ppo 3]}v v P §]A Of A% E <+]}v estbE¥etsiblpvidque MydE o[ Z C %o
et Myf5 retrouvent des valeurs basales lorsque les myoblastes initialement cultivés dans un milieu
hypoxique sont exposés a un environnement de normoXiezlo et al., 2004 X >[ ve u 0 .
}vv ¢ euPP E <«p off dnCféetpdE Jimitant de la myogenese, bloquant le programme
transcriptionnel myogénique et la différenciation terminale des myotubes.

IV.2.3.>M(op v 0[ZC %} AE] *HE 0 % E&}S }eCVvSZ »

Juu vipe of A}ve Ap % CE[GFi uw3vE[umincipaux facteursle croissance
activantla voie de signalisation PI3Kkt/ mTOR et donc la synthése protéiqueiifes et al., 2005
Rommel et al., 2001 mais il a également une influence positive sur les processus de prolifération des
myoblastes ete différenciation myogénique des myotubésu@n et al., 2010 Glass, 2003 Ren et
e+ }l00 }E S pE+s E %o % faEarise Ja djfferengciaidon des myoblastes sous normoxie
S v ]e <u[]o *SJupo o0 % E}o]( E 5]}Ren etoiy QO (Figyrp 80)Z (b HEE |
0[ZC%}/A] U ]Jo § u}vSEHIkur o/[§ETMIB WY u} 1(] S]1}v o[ S]}v u]
alors que la surexpressionde HIF v V}EU}AE] *Pp%o% EJu o J(( E v ] &]}v =+ uC
normalement pardGFiX ¢ (E epos S suPP E wIégule de manigr diffeikentielle
o[ S]éV[/'&Renetal,2000>[pvV * %0]*S ¢ A}<p o E%O0]<p v3 33 ( Joo v
delavoie Akt udKZ % & of3'@v S}UuEV u vSs o -&hvkelson réeaepled (IGF
iZeX Jvel]U v }v ]8]}v [ZC%}/AE] U-lodt]sos ré@Eeptelif activeSdE praf¢rcrie la
voie de signalisation ERK1/2 (Extracellular sifegulated Kirges 1 & 2) responsable de la
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stimulation de la prolifération cellulaire au détriment de la voie RIZ%kt/ mTOR, inhibant ainsi la
différenciation des myoblaste®(an et al., 2010 ; Ren et al., 2){Figure30). Cette défaillance entre
0GFl avec SONE %03 ME O0}E+ [UY¥ (%o BJAE]}ve [t v v 85 u v8 o[ 3]A 3§])
Akt, régulateur clé dprocessus de protéosynthesel§jmundar et al., 201)1 Une autre étuden vitro
sur des cellules musculaires C2C12 mises en culture dans un eewremnlimité en @ ~i9 K
Uulv8@E <«<g 0 *SE& ¢ oopo |JE MHe % E O[ZC%}AE] % US % ESUE

0 %E}S v 18 §]JvE E(E E v P SJAuvd veo u Zlv E] SE
(Caron et al., 2009 ;&R et al., 201n

Figure30: ~ Z u ]Joou*SCE vS o u} po §]}v o[ S8]}v o[/'&i Ve . OOMO * U
VIEU}A] }u 0[ZC%}AE] X

>[ 8]JA 8]}v ¢+ Jose+ v Ao 0 % @E}S Jv I8 5 P o uvs % ES|

protéine GSKitU v}Eu o u vS JvZ] v v} Ephpgphotyléesen @Bsdance avec la
sousactivation de Akt dans des myotubes C2C12 exposés a 0,5% et (@aron et al., 2009
Majmundar et al., 201)} occasionnant ainsi une inhibition du fact@& []v]S] S]}v /&1X viu E p

SHU ¢ %}ES vS e uitoEZiQ %vdmontrent égalementpv  Ju]JvpusS]}tv o[ 3]A 3]}v
MTOR, autre effecteur de Akiicham et al., 2003 ; Caron et al., 2009 ; Duan et al., 2010 ; Favier et al.,
2010 ; Majnundar et al., 2012 X >} E - 0 %R ¢$tvinhibée de facon indirecte par le
facteur de transcription H¥ErU o  Ju]vpus]}v e}Jv  3]A §]}v & v3 v}S uu v§ e
et REDD1Hrugarolas et al., 2004DeYoung et al., 2008Schneidr et al., 2009 (Figure B). Les

Vv e % E vi e u®E o E p 3]}v -1, @fulatddr ehjdmont de J& Rie Akt
MTOR % E v HnV % ES u i pE ve 0o[]vZ] ]5avon etwd, RZ09 yRECHa}).AE] ~
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2010. Les protéinegdlEBP1 etP70S6K, effecteurs de mTOR, sont également réprimées, avec des
conséquences directes et néfastes sur les mécanismes de traduction des ARNam{ et al., 2003 ;
Liu et al., 2006, Wheaton et al., 204X }v E&v v8 0 « ( § PHE-* F]V]S}VER}G]}FV/ & &

o SE p 3]}vU « Sp + E A o vs «yp &U ] o o DW<U 8 %Z}e
% E}A}cp v8 o[ EE!S 0 %Z » [ 0}vP S]}\Viupt &odOP6 »W\foea®HEet p S]}vyv
al., 2010.

>[Jv(opn VO[ZC%}/A] *HE 0+ OOHO * UHe PO |JE « %o E}A}<cp « 08
du développement cellulaire par la défaillance de plusieurs processus responsables de la maturation
des cellules musculasX >[]vZ] ]S]}v « (mgerEseNlyod, Myf5 et myogénineconduit
a un maintien des cellules satellites dans un état de quiescence, entrainant également une réduction
de la différenciation des cellules musculaires. La voie de protéosynthégeARIZKNTOR se trouve
inhibée } E+ [pv JulvpusS]lv: wS®&AZogfdlo 1E X > ( Joov ]JvSslE S]}vv
et son récepteur provog@une sousactivation de la protéine Akengendant un dysfonctionnement
du %o E} eepe cCVvSZ o e % (E}S v e Xylatipn des protéingis MIOR Et}@BK
a pour conséquence un affaiblissement de la machinerie traductionnelle permettant la formation de
protéine & partir de la traductionde|[ ZEuX ]Jve]U o AMHhTOREGEAt inhib&een hypoxie,
la réactivationde cette voie de signalisation se poserdie comme une conditiosne quoi nonea un
%o0}ee] o0 E S}uE O0[Z}u }*S ¢] % E}S Jcp Ve O 2UP® O *<p O SSJ<u Vv

IV.2.4.La €gulation des systemes protéolytiques en hypoxie

W E uu v3U vipe A}ve /[FE%}e <u[pv JntjacplBildine pertsbaite [ K
sérieusement les mécanismes moléculaires contrblant la protéosynthése. Il est également
Jv J*% ve o e[JvE E - E o[ 3]A 8]}v + Aldines afin de Gaisir§]}v

o[Ju%e B[ZC%}A] *HE& o Ce(}v 8]}vv u vs§ @[Z%u} =S elfératbadE }S J<p
de la masse musculaire.

> e (5 uE- SE ve E]%S]}v &}AEKe ¢}vs e E Ppo § HE* JuKe}C
survie de la déule lorsque celleci est soumise a un stress. La réponse de la cellule musculaire a la
% E ]A §]hu nijéau protéolytique est une surexpression des facteurs de transcription FoxO1 et
FoxO3a (A (E & oXU Tii1 V [, (Fguredl). Uneétudei iéalisée sur des jeunes adultes
elpul]e MV ZC %} AE] [ o8]85 u} & ~ | Fphiasphdlylafiorn de |FoxOZ @t% &
FoxO3a ([,po+sS § (.Bakkeriet ses collaborateurs ont moninévitro sur des fibroblastes de
souris en hypoxie ¢ Q¢ <yu o[ pPu vsS §]}v o[ /A %o (Etaite fifpendante} di Kai
stabilisation de HHE, suggérant que FoxO3a serait une cible en aval dd ldtHouerait un réle
Ju%}ES v8 ve o] %S S]}v o] OoOMO v @a%sdred@al., 20075 densenZ C %o } AE |
et al., 2011eX &}AEKI S P ouvsS pv u} po S HE Ju%e}ES vS [V VvV
uls} Zz}v €] pAEX hv Su Uj}vSE ofJu% o] S]}v &} EKI Ve 0 %o
indispensable et nécessaire a la diminution de la consommatjdfet dela production de ROS de la
uls} zZ}v E] v }v ]S]}v [ZC%}A] U E v(}E vS }v 0[]Ju%}ES v
métabolique et la résistance au stress hypoxigiengen et al., 20)1
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Figure3: /u% § 0 [ Z C %o ¥efi)atienudEs woies de signalisation responsabtie la dégradation des
protéines etdesmitochondries

Ladiminution du nombrede mitochondries en condition de stress hypoxique est réalisée par
MV U V]eu [ U8}%Z P] *% ](]<K tophagi€), ce}mécarisme uplique la
protéine proapoptotique BNIP3, localisée au niveau de la membrane mitochondkigleufe et al.,
2010 (Figure31e«X Z 1 0 » E}VP PE+U 0[ZC%}A] ]v ]88 puv  pPu vs §]}v
codant pour BNIP3 agein des tissus musculaires, avec un accroissement de la mitophagie corrélée a
la surexpression de BNIP3a(d et al., 2000 1In vitro, des études révélent a travers plusieurs lignées
cellulaires que la stabilisation de HiF ]v p]Surexpression de BNIPBd]lot et al., 2009 ; Guo et
al., 2001 ; Mazure et al., 2020 }vv e 0 ]Jee V83 ep%o%o}e E <u o[ 3S]lede}v E/V
la stabilisation de HIE est un mécanisme crucial dans le contréle de la surproduction de ROS et
O[] %38 S]}v oouOo JE o0}Ee* [UV *SE ¢ ZCU%}AE]<H X hv HuSE Sy ep
(10% Q¢ u}v3E puv o0 A 3]}v p VvV]IA pu [ ZEu } VS %}uE E/Wi e} ]
biogenése mitochondriale dans le gastrocnémiemifiboa et Andide, 2009. Ceci démontre que la
réduction du nombrede mitochondries est une réponse cruciale a la survie cellulaire en condition

[ZC%}AE] X

Des myotubes L6 exposés a une hypoxie de 1¢ré&3entent une surexpression du niveau
[ ZEu MAFbx(Caron et &, 2009 (Figure31). In vivg des rats soumis a une hypoxie sévere
présententune perte de masse musculaire assec# une suractivation du systeme UPS et des
calpanes Chaudhary et al., 20)2Une étude de Theije et ses collaborateurs coraptdes souis
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soumises a une restriction calorique et des souris sous hypoxie 8#p€rmis de mettre en évidence
une expression accrue des ARNmivigFbx § DUzZ&i v G %}ve 0[ZC%}A] U 8
importante que les souris ayant subi une réductiimentaire en condition de normoxie, mettant en

A vs pv E Ppo 3]}V %}*]3]JA p *Ce3 u hWwrheiseta(POP3 0[ZC%}AE] ~

>}Ees [HV % % WA E}e+enwbssrvevaukniveau intracellulaire une élévation de
o[ A% E <]}V atine causghtdne atrophie musculaifeiqure3l), effet constatén vivochez
le rat ou chez des patients hypoxémiques atteints de BPCO sévayet(et al., 2011 ; Rodriguez et
al., 2014¢ X >[]vZ] 18]}V 0 UC}e3 S]v % E <% %biionedd kes récepteurZ Eu ]\
E p]S }ve] & o0 uvsS o[ SE}%Z] upe po JE ]Jv p]S % E 0[ZC %o} AE]
myostatine dans les processus protéolytiques du muscle squelettique liés aux adaptations a un stress
hypoxique Hayot et al., 201)L

IV.3.Lam} po S]}v o[ S S VUSE]S]}vv 0 Vv ZC%o}A]

On peut observer chez un trés grand nombre de patients atteints de BPCO un déréglement de

la prise alimentaire. L % E§ [ &%t %e SyPSptbme répandu chez les personnes souffrant de

W KU o ¢ ¢ 0 ¢ %oue » E] pAE [ VIE A£] S VvS e} ] ¢ UAE % 5] vSe %o
de la maladie Nordén et al., 2015 ; Koehler et al., 200Cette réduction volontaire de la p&d

oJu v§ JE  E SE}PA E Vv(}E 0O}E*s * %Z e+ [ £ & S]}v PO
généralement une hospitalisatioi¢ehler et al., 200X >} Ees ¢ % E u] E* i}uE*s [Z}*% ]S

}veS§ § pv % ESUE S]}v o[ «poptiqué€Edes patidras \avew une importante
diminution de leur prise alimentaire et une augmentation de la dépense énergétique au repas(
al., 2018 ; Giron et al., 2009 ;: Hallinetal., 206 Kv E $E}uA P o u v$ % Z viu v [ v}
de situasS]}v [ZC%}/AE] % E}o}vP U }uu o}Ees [ A% ]S]}v v Z pus 03]
epi 8¢ ujvsSE& vs v (118 v EP S]cu E}]ee v8 Vv (}v 8]}v * % 0]
principalement causé par une réductiale leur alimentation Hammad &Travis ; 2006 ; Karl et al.,
2018¢X 88 & 00 %o ES [ %% S]S v Z puS o0S8]spu }v uls§ o« Z &E
* O}V 0 <H 00 O Julvus]}yjoyerait]un rgle cfcial dans la modulation de la prise
alimentaire Ragusso & Lhy, 201).

Des études menées chez des rongeurs exposés a un environnement hypoxique montrent une
altération de la prise alimentaire journaliére en comparaison au groupe en normaxia et al., 2016
; Singh et al., 2001 Ces résultats se retrouveng@&ement chez des patients atteints de BPCO séveéres
(Raguso & Luthy, 201> ¢ }ve <y v ne pppaode prolongée de sowmitrition sont une
réduction de la masse musculaire, le défaut nutritionnel entrainant une atrophie musculaire associée
aune perte (}&E S o % 18 [ Vv uE Vv K uMesmeeren gl 2., 8EYAfin ~

u $sE iJME 0 ¢ 0] Ve %}S v3] Bor BN E[ B BCHFEEID]oupes po JE U

protocoles de recherches ont utilisé des groupes de rongexpeses a un environnement normqgue
avec une prise alimentaire similaire aux rongeurs hypoxiques. Les résultats ont révélé une perte de
masse musculaire plus importante chez les rats sous hypoxie par rapport aux rats soumis a la restriction
alimentaire Bernier et al., 2012 ; de Theije et al., 2013 ; Hayot, eR@l1). Les différents auteurs
*UPP & vS <<u o e}E AL CPehiE ] vP v E puv SE}% Z] upe po JE
restriction alimentaire seel
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>S[uv * %0]*8 ¢ AE%O}E ¢ % E 0 Z E Z PE* %}UA VS A %O

VP VE % E 0[ZC%}A] & ] E ]Shormena laleptine. Gdtlevdefniere est
une hormone dérivée des adipocytes, régulant négativement les mécanismes impliqués dans la prise
alimentaire. Il a été observé que les patients atteints de BPpf&Sentaient untaux de leptine
beaucoup plus élevé ezomparaison aux sujets sairigaikoglu et al., 2004 ; Krommidas et al., 2010
de méme que le rat exposé a un environnement hypoxideienler et al., 2006 Une autre étude

uljvs®& pv JEE o S]}v VSE o A% E ]}V P v actehr @8 %o }pE
SE ve E]%S]}vV 4[@rGsi@ A . P00 >[ ve u o e }lvv ¢« %0 VvS o &

o{eomme «e facteur centrali o[ SE}%Z] upe po JE X

v }v ope]lvU o0} Ee<u o[}EP wistress h§peligue]ehronie, ce dernier

vP v E pupv SE}u o O[Z}u }e8 ] 0 OOHO upe po J&E A
métabolisme, le phénotype et la croissance muscudxire> (1 0 OOHO O}Ee [pHV § O -«
mettre en place des mécanismes adaptatifs@ag % }u@E puS [ uPu v3 E o %o% E}A]]}V\

o S]eepe v ZC%o}AE] S E up]J]E of 38]A]S o[ ve u o e %o E} ee

}veluu S]}v [ v EP] %}pE o P& (}v S]}vvluyun faxtewr majedr]dans la ,/ &
répons %S S]A 0[ZC%}E] E %}v AL 3 uvs pE E]IP vV - 0 0
hypoxie, la stabilisation de HiFet de sa cible REDD1 en aval a pour conséquence une inhibition de
o[pvV o A}] - % E}S } 4 QVMOR) ta protédspthése étant parmi les processus
métaboliques les plus colteer énergie (ATR)ourla cellule. Tout comme la myostatine en hypoxie,
o[]v(odeHlFi v ¢ oJu]S %o e v JvzZ] 18]}v e« A}] - *]Pv 0] S]}v u}
puisque HIA acive les facteurs de transcriptions FoxO impliqués dans plusieurs processus
protéolytiques (autophagiet systeme UPS). Cette double régulation delHf de la myostatine
provogue un déséquilibre de la balance entre synthése et dégradation des protéioesn faveur

« A}] - S }o]«ureske un[&ément indispensable au bon fonctionnement de nombreux
processus et mécanismes biochimigide la cellule sa perte au niveau mitochondrial conduit a une
perturbation du fonctionnement de la chainetdensport des électrons, avec une perte de production

[ dW S pv E Ep < Vv o (}EuU S]}v ZK"™ u]8} Z}v ] o X >[ o

vP v E o 3]A 3]}v 0 %E&}S ]Jv DW< 3§ viu e<}v E€o0 [IvZ] 18
rePpo v o % E}S }eCvsSZ « X %ooueU o[ pupo S]}tv ZKN C8}% 0 eu]

Z v e SCE Ve%o}ES e 0 SE&}ve }v u]s pv  EL wWredmportante o[ 8]}
E p S]}v p SepudBe exlosition de longue duréey SCE "v pv e <ujo] & o[Z}u }-
protéique, avec une prédominance des voies cataboliques entrainamivo une importante
réorganisation du tissu musculaire et une fonte musculaire. Au niveau pathologique, la cachexie
UHe HO JE «<u O}V % pd } « EA E Z 1 [@palholodie rédpivateire Stallgv s e
gue la BPCOdonne lieu a des enjeux dtjnes ayant pour objectif de concevoir des traitements
§Z E % HS]<u o A %}puE us % 00] E *CU%SEU [ 3E}%Z] upe
le caractére hypoxique de ce type de pathologie.
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V.Les ontre-mesures 0O SE}% Z] upe po JE €& eposS vSs 0[Z

E}ue A}ve }ved § % E uu v8 <u[uv  Ju]vaas hjweau ded tigs ¥ } ES Vv |
musculaires(hypoxémig, que ce soit dans des conditions environrtales (haute altitude) ou
pathologiques (BPCO, fibrose pulmonaire ou apnée du sommeil), entraine a la fois une réduction de la
protéosynthése et une augmentation de la protéolyse contribuant & une atrophie musculaire chez les
sujets Raguso et al., 204X >[ £ & ] %oZCel<u E % & * vS o[uv ¢ ulC ve ]

§§ vy E }p ulu JvA E+ & 0 * u V]eu +;l¢sEdBISasEkpases enacondition
de normoxie indiquat <g O VE3E "V U VS % ZCe]<yu 3 % osclgsddda E o ¢ %
protéosynthese tout en atténuant les voies de signalisation associées a la dégradation protéique
(Bowen et al., 2015 ; Gould et al., 2013 ; Snijders et al.,)2009

Contrairement aux sujets sains du méme age, les patients atteints de BPQ@ecattivité
locomotrice réduite {roosters et al., 20J) ; ceci est une conséquence directe du dysfonctionnement
O[ %% E ]o upe po JE S ¢ Z vP u vSe «SEPOSIpdEepaE 201 (] E u
> PE [ 0S & S]}v u lae &supropersopnel a la perte de masse musculaire.
>[ SE}%Z] upe po |E 8 }ve] E %o E %oope] HWEe o]v] ] ve }luu pv

Jve <cpv o v (3 s suE o0 «p 0]8 Al U o ud}viu]l 8 o *% & v
(Donaldson et al., 2012 ; Janssen et al., 2011 ; Vilard et al.,«2X10pn V]A W upe po JE U o ¢
% ZCe]l<pu @E 3 o0[]vd EA v3]}v 8Z E % u3]<p 0 %oope ((] C v8 o

ullve *5 Jo]* & o[ 3E}%Z] uiemtsyatteindd de BPC®E Sr¥adt et al., 2096
V.1. > [tivité physique et arfversion typologique en environnement hypoxique

On peut constater que les sujets atteints de BPCO ont une typologie musculaire déséquilibrée

ils présentent une propoitdn plus grande de fibres de type || comparativement aux fibres de type I, et
par conséquent un métabolisme glycolytique prédominant, associé a une baisse des performances
%o ZCel<pu o § puv JvsS}o @Gowker etall, 20pE8erette et al.,, 20140'Donnell et al.,
2007« X >[ £ €& ] %ZCe]l<p E }uu v § % E& » E]S HUAE % S] vSe W K
un changement ou une inversion de la typologie muscula@issErandt et al., 20)60n peut observer
qgue le réentrainement avec une forte}j@e}v v [ v HE v Ules Jaxercices aérobies

[Jvd ve]S o0 A o0+ £ E] +]vs EulS8s vse Z us ]Jvd ve]s U vs
hypertrophie des fibres musculaires de type | et lIA, concomitante a une diminution du nombre de
fibresde type lIBBrgnstad et al., 2012 ; Kortianou et al., 2010 ; Vogiatzis et al., 2010 ; Vogiatzis et al.,
2011). Le développement de ces fibres au phénotype prédominant oxydatif est le plus répandu parmi
0°* J(( & vSe % E&}S} }o « [ vS Eilisés ahezSesspdtigntp<pPO@YBrandt et al.,
2016).

V.1.1. > [ctivité physique etla *SJupo S]}v ¢ ( S uE- 0[ZC % E S E} %oz
>[ 3]A]S% * OOHO * * 3 00]8 s & o ( & uE- E Ppo 3]}v uC
important dans la myogenese, la régénération et la croissance musculaires. Une étude de Vogiatzis et
e+ }lo0 }E & uE+ u 3 v A] v puv ]eup@ntrainement pg(irkermiftence
entre les patients BPCO présentant une forme sévere ou au conwageabsence de cachexie
Ugde po JE X 8§ SU  E %% }ES <u O] £% E ]}V o[ ZEu § * %o
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impliguées dans les mécanismes pilifération et de différenciation des cellules musculaires, se
trouve plus élevée dans les muscles squelettiques des patients BPCO sans forme de ¢auiexies(
et al., 2010.

Avec les facteurs de régulation de la myogenése, la voie de sigmalishgi synthese des
protéines PI3K Akt/ udKZ 8§ o[uv e }Uu%}e v§ o o v3] 00 0[ZC % ESC

>[ Sp }e§ ¢ § o 100 }E § pE- u}vSE vS <pu of 8§38 ]vS§ S o -
influencent considérablement les effets dgf IVS@E v u v8 % ZCs]cu *pE o A}] +C
% E}S ]Jv X Vv ((SU 0 ¢ %E&}S} }o e [ VSEE JVv U VS %%O]<h » HAE oui
Hv (JEu « A E [ZC%}&E u] § Z £l VvV *}VvS % o VvV u cuE []v

musculairevia o[ 3$]A 3]}v ¢ % E}S Jv o @ Akt/ mDBORAGH coMpéraison aux sujets

BPCO on hypoxémiquest non cachetiques. Selon les auteurs, cette forme sévére de BPCO présente

HV E ]38 v o[ 3]A 8]}v + A}] « %u@YSelg squelstiqueogtes gl

2015 ; Vogiatziset al., 2020 euPP E vS <p o0 PE [ZC%}AE u] S [ SE}%Z]

W K Jv(opg 8§ % ESPE ( }ve E] u» o & Ppo SJ}v ¢ J(( E vSe %
du musclee<p 0 §8]cp X §§ eeuPP «3]}v % ps !SCE %% UG ;HsE o[ v O
patients non Z S]<p ¢ u}vsS vS puv ]eoe o[ ZEu S8 o[ £% E <]}V |

uCles S]v 0 *u]S [HV % E}S} }o [ vSE v u vadofsdu€lebqatiettts & |vS E
W K Z Sl<cp eV %E ¢ vS vsS p pv J(Vol&timsetd APE *]}v ~

V.12 >MZ] 13]1V » % E} eeps [ SE}%Z]

Nous avons vu dans un précédehtpitre (paragraph&/.2.4) quelaE p $]}v p VA up [K
tissulaire, que ce soit dans un mili@uvivoet inviroU ( A}E]s o &S& veo} 3§]}v & o[ §]
facteurs de transcription FoxOs régulant a la hausse les atrogktdsbket MuRF1) impliqués dans
la dégradation des protgv o o[ %% E ]Atidivsi@., 29D Award et al., 2013Caron et
al., 2009 [,po05 & ooXU JiNi<p o[ E% E o]}V &}EK *}]8 o A Z1 o -
comparaison au sujet saibé¢bigaré et al., 2008 ; Doucetetal., Q01U y pv Z VP u vS [ £ % E -

&}YAEKiI § &}AEKI v] § & % % }ES 0 e*u]s [uv VSE v uvs v (
comparaisora des sujetgontroles (Constantin et al., 2018X > § p&£ o0 A [ E % E <]}V &
0 * % S] vSe \gemce de vdriation de son expression méme apres un effort en résistance induit
Jv A]J8 o u v3 o] @E}]ee u vs =« A}] e *]Pv 0]+ §]}lequp lawoiedeo § lo
o[ U8} % Elammmueari et al., 2007t le systeme ubiquitin@rotéasome(UPS)%andri et al., 2004
Les génes Beclih & > 1 ]Jv]8] v8§ 0 %o@E&} eepe [ uS}%Z P] v[}vsS u}lvsSE

[ A% E *¢]}v % E& ¢ Uv % E}S} }o E v3SE& Jvuvs }lul]vvs £ CE]
chez les sujets BPCQoftes et al.2015, de méme <y expression deMAFbxet de MuRFL,
marqueurs protéiques du systeme URS){stantin et al., 2013 ; Costes et al., 20Cependant, on
peut noter que les patients atteints de BPCO de forme-cachectique observenine diminution de
o [pEssion dMAFbxetdeMuRFi o ep]8 [pv E VvSE v u vs E} ] Z pus ]vs
training) (Vogiatzis et al., 20)0

Les patients atteints de BPCO de forme hypoxémique et ctighe semblent étre beaucoup

moins sensiblgaux entrainemats physiques que les BPCO non catifgesU o[ A& %0 @GAFbX Vv
etde MURFi E 3 v8 }ve3 uu v3 0 A ulu % E « pv % E}PE uu [ VvS&E
[JvS Bu]dS v X ¢ Su o (USUE * *UE O * % E} eepue UCIP whcp ¢ S Ul
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0[ZC % ESE}%Z] upe po JE <}vsS (}v u vinauvellss approches % S]}v
thérapeutiques ( ]» v Jvd EA V]E o[ VEE v U V3 %ZCe+]cu U ,visasuBZ E]S]}v
pallierlesfaibles adaptations musculaires induites par les programmes de réentrainement appliqués a
ce jour.

>[ VSEE 'V U VS %ZCe]<p M %o E o BRCG proviogue Sdies] adaptations
bénéfiques au sein du muscle squelettiqaet suro %00 *3] 18 * (] E+ S 0[ZC %0 ESE}%
> ((JES % ZCe]cu ]JVv]S] e eSJupo 8]}ve PJee vs JE S uvsS euE& o -
protéique %o Etivafion des voies de signalisation de la protéosynthdseA}E ] v3 0[ZC% ESE}

Upe po JE X hv % E}PE uu [ VSCE& Jv u vs }u ]v % E} ] s v
o[ 0§ Ev 3]A %% }ES VS 0 ¢ U Joo WEe Z VP u vSe avet (hel - *5C
uo]J}E& SJ}v  *» % E}%}ES]}ve S S ]Joo s ¢ (] & *« upe po JE& X %o Vv
doit 'S CE }JV(JEU o}E+ [ SH ¢ }u%S vS pv viu E %oope 0o EP %0 S

ZYu}P v Je S]}v e % E&}S} }o ¢ [ bidé€Ea desu amdyses Jhoorphologiques pour
U suE E o[ Alous]}v O U e UMe MO ]JE U uJe P o u vs e VvV OCe o
notre compréhension de la régulation des voies de synthése et de dégradation des prottgps

[ £ ] U oS8 pfEvS ve]s ol ((JES }VEE] p v3 }oo adflédgré v 0
[ S]A 8]}v  « A}] - *IPv o]s S]ly S0 %@ JPiropS]}Y 0 opdidiqie S ]

Upe po JE X >[ ve u O * % E u SE&E - }pAorsSdel B&dEonCaptdhedeVv  }u %o

% E}S} }o o E Z E Z § % E}PE uu - E v3E v uvs A]e §
o[ %S S]}v * % E}PE uu - & vSE 'vuvs }]8 }v ISCE v S}8

caractéristiques de la pathologie et lessoins des patients.

SXTX > eu% %0 u vsS S]J}v vUSE]S]}vv oo ve 0 SE ]S u vs
Jve uH3]A 0[ZC % }E] X

Différents traitements par supplémentation nutritionnelle ont été mis en place afin de
contrecarreda dénutrtion omniprésente dans un milieu appauvri e Des études cliniques menées
sur des patients BPCO hospitalisés présentant soit une exacerbation aigué de leurs syniptimoes (
et al., 200), soit suivant un programme de réadaptation pulmonairel(Negro et al., 201); ont recu
une supplémentation en protéines par voie orale en plus de leur ration alimentation quotidienne. Les
patients supplémentés ont augmenté leur masse corporelle, avec une élévation de la masse maigre en
comparaison au groupe avaa régime standard. Une étude réalisée en haute altitude (3255m) aupres
de jeunes alpinistes u § v A] v o[]Jv(opn v [UV ¢ %o %o 05 (leucthes &} v
]*}o pwJv e }uu ulC v ((] Ve 0 % ES U e JE%WBXi®0 S upe
[ 08]3fchera et al., 1992Au bout de quelques jours, il a été observé une réduction significative
o (}]- 0 % E]-" oJu vs |&E S o[/D % }uE o[ Ve U O o oli 3o
groupe ayant recu une supplémentation gighenne en BCAg\présentaitune masse maigrelus
importante par rapport au groupe placebo. De plus, les sections transversales des fibres musculaires
uM E » § 0 Ml AJVE SV vV MPU VS (E %o}HUE O * oUdi Se %o %o
une réduction plus importante pour le groupe contréiecfiena et al., 1992Ces données montrent
que la supplémentation en protéinesouBGS% E A}] }E 0 Vv %o0ope [puv  o]Ju v3 S]}v \
% E A VIE 0 % ES U e Upde po ]Eronique gy E ~ofacBrfatiohAtés Z
symptdmes liés a la BPC®afyanRamirez, 2018
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Nous avons évoqugrécédemment (paragraphe 11.3.2.2.) que cteez i § ¢ JvU o[]vP 5]}

[ 1 » u]ve S % ES] po] GUu wqyoq - 0 (}]* *pC&uscplaire jpmteu u
stimulation de la protéosynthéséa v}3$ uu v3 o[ S$]A §]}v 0 % E}S J]v udKzZU § eu
upge po & % E v (( S v P SJ(*HE 0 % E}S }oCe -pbatéea@omé¢]vZ] ]S}V
Cette double action conféreauxack u]v ¢« pv E€0 o0 ve o (E Ppo S]}tv o[Z}u }-
au sein de la cellule musculaire. Cependant les données montrent que le stress hypoxique altére les
réponses bénéfiques de cet apport anabolique. Cependant, la supplémentation es @IC&A
protéines reste une stratégie ardtrophique efficace permettant de limiter la perte de masse
musculaire en stimulara protéosynthése et surtout en réprimant les facteurs de la protéolyse. De ce
fait, la supplémentation en acides aminés péuie une potentialité thérapeutique sérieuse et efficace

u e <u]o] & o[ Z pwtdigieshipe po JE U % Eu 8 vS [ P]E o (
protéosynthése et lgrotéolysemusculaires.

V.3. Hypoxie et oxygénation

V.3.1lLet®& ]S u vs§ Xie] @a€ Gsypénothérapie

>[]JvSE} p S]}v % L] o0 3 devh supglériéntation en Ocomme agent
thérapeutique auprés de patients souffrant de diverses pathologies pulmonaires (bronchite chronique,
(] &} U U%ZCe u Y- % Eu]e [is%ants} € Snekcompréhension sur les effets
V (8 » O[ZC %o HEE* UY0%0F ES E O0[]JUu%o § v (J<u o[}EZCP Vv}SZ E °
% S] vSeX >[}/E CHRontEdbutprétaier serait de contrecarrey & p S]}v Of %0 %} ES
au muscle lorsd o[ £ & ] Z1 o % 8] vis $3 3V} i SW K}u E pe « 3u
(Emtner et al., 2003 ; Haidl et al., 2004 ; Kim et al, 2008 ; Stoller et al., 2010 ; Wadell et l., 2001

Différents travauxont montré que les patients hypoxémiquesders et modérés atteints de

WK CvsS E u pnv ulv]eS& S]}v JPu# [}ECP V o0o}E& [ £ E] -
amélioration de leur capacité et performance musculaires. A la suite de ce traitement ponctuel, les
sujets BPCO séveres montrent tmegmentation @ leurendurance et de la charge de travajlie ce
soit au test de 6 minutes de marche avec une progression de la distance parcouirpei(al., 200)L
JWO0}E [ £ E] puyE EP}Co A v ®¢de etal., ¥S92 uSHlladete [ ((JE&
al.,, 2010e X d}ui}uEe 0} E-" ol £ E] Uo[veuo e U O0]}&E S]}ve % Z

[ (( 8 %0}*]S8](s W& o0 u SErhiomsat al., @O3]; Wadell et al., 200En effet, ces
mémes études constatent urgiminution de la pression systolique ventriculaire, une réduction de la
fréquence respiratoire et de la dyspnée, avec une meilleure terfeaturation en oxygene) et
nusjole S]1}v O[}ECP v o0}Ee Emoler & ]800%s RiQ «al, 0% ; Wadell et
al., 200). Bien que la grande majorité de ces résultats ait été retreah@z des patients développant
une hypoxémie légére ou modérdes mécanismes responsables de ces améliorations restent encore
SCE * u o0 }vvue i< e aljPNda@E). Pe plus, des études sur les bénéfisrssculaires

O[}ECP v}8Z E %] <& o o0o}vP § BEu & <3 vS8 u]Jv p&E « §

us$Z} }Jo}PlJ<p e 8 0 A E] ]o]s [Jv ope]}v * % 8] v8e v fta (Eu
guant a ce type de traitement_fcasse et al., 20).8

Méme si plusieurs études montrent les bienfait o[} /ECP v}SZ & %o] SE A E- of 1
* % E(}EU Vv - % S] vSe *}u((E& vS [ZC%} /A u] dedajternept U o[psS]o]
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vgst pas sans risque&n effet, [ u]v]*SE& 3]}v JPu# }un ZsByprdphysiologifesen
oxygéne entrainerait une surproduction et une rétention du dioxyde de carbone, ce phénomene
[ZC % E %oV] C v3 %o }la@isepm plage Wne hypeE A vi]o §]}v E %} S [ (
(Kimetal.,, 2018 X Vv % O0pe 0[ZC% E %ov] U o[}ACP v}S$Z E %] P v & P
oSE ¢ }EC E]( % E puv PE% E} p S]}v [ % <+ E 3]A . o[} A
détérioration etdeslésiors des tissus cellulairesarpagnano et al., 2004 ; Kent et al., 2011 ; Phillips
et al., 2003. Cependant, une oxygénothérapie contrélée diminue significativement les risques de
e <H]O] E & *%]E S}]E o] 0[ZC% E %ov] U[EG%B E( S3JPvp]eBs o €
hypoactivité induis % & o[Z C %dhA&: al ] 2048

V.3.2.La estauration de la voie de synthese des protéines en hypoxie

d}us [ ,}JJ@&@ ( uS v}S €& <u[]Jo v[ A]-S iI}JUE MY pv Spu U v] %o
CVvS VSE % E]s [SH ] &E 0 %l}ee] 10]8 = E A E+ E o[]vZ] 18]}V
0[ZC%}E] % E pv SE ]S u vs 18 & } A CP ran8{ihvdinps} dorin&lav § E !
valeur basale de normoxiel2 QX >[ ve U 0 e (E *pno0S 3¢ <u] -apfEs}iréSultentE ¢ vS o
% E]V 1% 0 u v vifragffectuées sur des lignées de cellules non musculaires. Ces données
vige « EAJE}VS . & (o A£]}v ve 0 (}Eupo S]}v [ZC%}SZ o o
problématique généraleo % ESUE S]}v 0[Z}u }*8 ¢] % E}S4nrpypoxie. *u]S [}

(Tv § S E 0 * u} po S]}tve o[ 3]A]S 0 % E}S ]v udKZ o} E
cu]A] [Uv % E]} & }ACP v Slduitivé desveellsiles @mbrydrriaires rénales
humaines (cellule HEK293) dans une chambrgpaxie (1%€), ensuite replacées dans un incubateur
}JVA v8]}vv o Hv V1A p  1%MBCRs vésultats indiquent une réactivation rapide de
mTOR lors de la réoxygénation, suggérant que cette réactivation instantanée de mTOR soit
indépendante dudcteur de transcription HE ou de sa cible transcriptionnelle REDR&s données
suggerent de par la rapidité de réponse, qua réactivation de mTOR soit indépendante de la
machinerie transcriptionnelle et traductionnelle indispensables a la synthggev V}pHA 00 % E}S v
(Tan & Hagen, 20)3Pour confirmer cette hypothéségs auteursont administré aux cellules des
inhibiteurs de transcription (actinomycine D) et de traduction (cycloheximide). La réactivation de
mMTOR fut semblable avec et sans litieiur, ce qui impliquedoncune régulation uniguement post
traductionnelle de la protéine mTOR&n et Hagen, 2018X %opeU Vv A o udKZU o]
viu of ¢} ] $IBR1 aved elF4E et supprime la phosphorylation de rpS6 (ciBEOGEK)
inhibant ainsi les mécanismes traductionnélssham et al., 2008X %o v v Siphosph@yatlon
de 4EBP1 eP70S6K induite par une hypoxie de 1.596@té réversée apres 1 heure de réoxygénation
a 2% Q (Arsham et al., 2003 Seule une étude de Miarlo et ses collaborateurs sur des cellules
musculaires C2C12 montre que le processus de myogenése initialement inhibé en hypoxie peut étre
E 3]A 0 *u]S [MHV % E]} [Jv 1 8]}v v VIEGU}AE] U 0 %Z - €
une augmentat} v o (}E&u 3]}v uC}sp U S u}]Pv vs }v o[]v M S]}v
différenciation myogéniquel{i Carlo et al., 2004 E} e %o}puA}ve v}E E 3}us (}]e <pu[ p pv
Su e« v[}vS 3 nmesltdr les voies de dégradation cellulaires aprée yériode
[JECP vespPwU (( S [HV *H% %0 u vS Sl}v v }ECP v euE o0 ¢ «C*3S u
cellule musculaire restent encore a ce jour inconnu.
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>[ ve U O e }Jvv ¢ Jv J<p VS <u 0o J(( & v ] S]}v pas oOpO ° L
réprimée irréversiblment % & 0[ZC%}A] U u ]J* <u 0 ° OOHO ¢ }ve EA v§ o0 |
%o ]S o % E}o]( & S]}v § 1(C & v ] 8]}v ssont@tablis. Depluss pAE v}iCE
les variations des concentrations epr@gulent de maniére dynamique l'activité de mTOR, induisant
une activation rapide de mTOR et de ses cibles en av@lRAEtP70S6K) a la suite de période de
E }ACP v 3§]1}vX >[}AQdres Hs Zpe@@ontd souffrant[ZC %o} £ U] ZE}IV]<pH e u o0
uljvsE & & o Vv (] ¢ vsS E&u S}o G v o[ ((}&SX ]Jve]U o[pS]
la réactivation des voies anabolisantes, telles que la voie PI3K / Akt / mTOR, dmeuimitation de
o] SE}% Z] OOHO * UUe® PO JE  e}ue ZC%}A] U » E 18 pv VIPA s
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Objectifs scientifiques

>[ ve u 0 e }vv ¢ ] o]3GuEnSusZavons évoquées précédemment mettent

v Al v <<u o] £E%}+]181}v  pv  Julvpd]llv p § pA&E sqdémidRsde upe  []t
la croissance et du dévaelpement de la masse musculaire. Ces faits ont été observés aussi bien chez
o[Z}uu < ]Jv o}&E- s[ou deviohgwéjours en altitude, mais également lors de conditian
pathologiques, tellesque les maladies respiratoires (BPCO, fibrose, apnée de sommeil) ou ischémies

E ] <p ¢} <]}vv vE pv Julvus]ltv o[ %o%0 EJA]vPluvou vS &]eKpue
composint 0o[}JEP v]eu X > ¢ (( 3¢ p VIA p upe po ]E outfqus réductiof E ++ ZC %

O U s UMe* MO J]E U *}vS P o u vsS [}E E u}catdcdédmddapparS u S }c
MV % E }lu]v v U %Z V}S5C% upe po JE E %] U }ve ¢etdu [pv JvA
%0 ¢ P [UV % Z v}SC% upe 6 d@Epide (glcohltiGu€). De plukes capacités
oxydatives et[ §] Arjifochondrale se trouvent perturbées en hypoxavec pour conséquence une
Jul]vpd]lv o % E(}EuU v ¢ § pv Jvi}lo E wede lomyie(p@s o}E- [ 35]A]S

Des étu@s récentes principalement menées in vitro, ont tenté de comprendre les

u vVv]eu e u}lo po JE - o[}E]P]V o SE&}%Z] upe po JE o} E-
communauté scientifique travaillant sur cette problématique met A v3 0[ZC%}3Z ¢ <p[pv
d & Ppo S]}v o[ <p]o] & VEE o0 %E} eope %o E}S }eCVSZ »

principalement miseen e Ve O SE}%Z] upe po JE X >[ZC % }A] OOMO
inhibition de la voie PI3KAkt/ udKZU o[puv « A}] * % yrithesees protéines, et dans

le méme tempsune stimulation des facteurs de transcription FoxOs régulant les systemes de
dégradation cellulaire (systéme [ U8} % Z P ] S pprptaapéie). La sowmctivation de la
protéosyntheése et la suractivqf v 0 % E}S }oCe *}vS 0 ¢ }ve <cpuv ¢ [UV %o E]} -
la cellule en hypoxie, régg par des facteurs clés tel que HIFREDD1 et AMPKyant pour but de

oJul]d & o[ 3§]A]8 v }o]«u 0 oopo X

AUWE o0 %0 v o0]v]asudiehrentgagolistées peu de traitemesefficaces dans la
% E]e Vv Z EP o[ SE}%Z] upe po JE % }uE srespiatdifsadec U ((E v
des complications musculasséveres occasionnant une cachexie. Nous avons évoqué lors de cet
revue de littérature des interventions ponctuelles nisa placepourtenter de freiner le phénoméne

}v JS]}vv u vs § [ SE}%Z] SX$G %o $]A1% $ho¥&]<u U v}3 uu v
exercices dits de force ou de résistanoat fait leurs preuves comme dincteurs [ZC % ESE} %o Z]
musculaire chez les sujets ssinaiségalementdespatients souffrant de BPQ@n cachectiqueDe
méme, la supplémentation nutritionnelle riche en acides aminés branchés (leucine, isoleucine et
valiv ¢ % Eu § E U]E o0 ¢ *CeS u s E Ppo vs o % E}S }oCe S o (}

[ £ & S38]}v 8§ [ o0]5uvS %E}o}vP X > eu% %0 u vs S]}v v }A(

couramment utilisé chez les patients atteints de pathologies respregoiet fortement
déconditionnés o[} £ECP v}SZ E %o] o}vPS u%-e+ § ]85 pv u}C v % oo] S]( o
d[]v§}o & v o] ((JESX in%kstoqupws %ep Jue EA E o °*u]S [uv €& } A
cellulaire, une réactivation des &3 et systemes anaboliques des cellules initialement cultivées dans
un milieu appauvri en £

Méme si nous avons a ce jour cerné de sérieuses pistes dans la compréhension des processus

mét }ol<u e 0 OOHO UMe HO |JE <}ue ZMeKahidredmadcraires mestent
encore a étre identifiés. De nouvelles investigations doivkmic étre menées avec pour objectif la
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compréhension et la mise en place de nouveleises en charge thérapeutiquafin de restaurer
o[Z}u }e+Hreféiqueen }v ]8]}v [ZC%}AE] X

o °*u]s o[ v}v o[ ve u o e J(( & vSe %}]vSe ] 0]}PE %
% E} o0 U S]<p U vipge u SS}ve 0[ZC%}SZ o <p[]o S %oletedomc v
potentiellementadditionner les propriétés elieseffets anabolisants dglusieurs traitements sur des
cellules musculaires atrophase 0O e*u]s [V ¢S E ¢ ZC %} A< X o[z pE&E S
e ] v8] (]« V[ VSE % E]e [ -meputeskefficaces, \codine la stimulation mécanique
(contraction musculaire), | e 1% %0 u vS §]}v v ] ¢ u]v e S o[}ACP v §]}v (]v
o° (( S o058 & - 0[ZC%}/E] *uE o0 « A}] - E Ppo SJ}v Ju%eo]<pu -
musculaires squelettiques.

>[}i 81( % E]v 1% o ul}v 3E A VyooCe §Z o[ Ao pus]}v ulo po ]¢
morphologique de la croissance des cellules musculaires s@saiane stimulation électriquea une
supplémentation en acide aminés et/ou pv % & ]dxygération suite a une exposition a
0 [ Z C %AirBi Im&s travaux de thesae sont articulés autour de 3 études, a savo(i) comparerles
effets de difféerentes méthodes d'induction de I'hypoxie cellulajr@i) compaer différentes contre
u suE - of SE}%Z] lwpe ud]AE 0 [Z & %ehf ] (i) optimier o[ S§]}v
thérapeutique par la combinaison de plusieurs contte *(fE ¢ o[ SE}%Z] upe po JE X

Etude I. Impact de différentes méthodes d'induction de I'hypoxie cellulaire : place des agents
mimétiques de 0 [ Z C %o } £ ] luu u} o []Jv 4 8]}V 0[ZC %} /] oopo J&E
O[Z}u }*S ] % E}S Jcu § 0 u}E % ZhwdEulaires squeletiques €2C12
différenciées en myotubes.

Il existedansla littérature une multitude de protocokan vitrofaisant appel a différemsttypes
etsystems []Jv U SIBNZC % }AE] X >} E- v}$E hartapsur leseffets aifapigtifeE
0 OOMO V ZC%}AE] U Vide VIHe c}uu ¢ % & pe <puf[]o A]1*S 15 []u%
multitude de protocols présent et les données moléculaires résultant@utre le type de cellule
pslo]e S0 S puE ®EWOEGIV K u pE pAE u} ¢ []Jv p S]}tv 0[ZC%
couramment utilisés.

La pemiére modalitéest o y@oxie die « physiologique» : les cellules sont placées dans un
environnement appauvrien{% & o[]vS Eu ] ]E [&a uhe®hdmpsd bu incubateur
% Eu $3 vS§ E U@ « ESo[Ke o[ J]E u ] vS % & pv P.llasecomde3]3pus]}v
méthodeest o [ Z C %o }e& ¢himidgiie», faisart appel a des substanceslesd que le chlorure de cobalt
(CoG) ou o ( EE]}AE ul]v ~ &KeU C VS 0 % E}% E] & [JV UM JE o0 8
0 [ Z C %o } ZEMalgfé&le maintien decellules dans un milieu de normoxid%2 Q).

D!'u ] 0[ZC%}A] %ZCe]}o}PJ<p e uo !SE o u S§Z} [Jv 1 81}
% E} Z <U 0[}V %oinnivo® & (E ) padoddent chimique mimant o ¢ (( S« [upv
hypoxie réelepos [Ju%e}ES vS ¢ epneedrignte[JvS E % E S S]}v «<dluldifiesE pee]}ve
ou tissulairesde cdte induction chimique, et de plus, il peut exister deossibles interactions avec
o[ %o %0 0] [ 443 @Eaitements sur ces cellules.
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]ve] o] Jif de &ette premiere étude était de

Mettre en évidence les divergences et/oles points communs entre différents modes
[nduction 0[ZC % }E] ~ % Xepsusjahiniidqug) sur les voies de signalisation régulant
O[Z}u }*S ¢] % E}S J«u S 0 u}ESmubodidres soumies a |ces deux types
[Iv p S]}vX

Etudell : La stimulation mécaniquéa supplémentation en acides aminés omkygénation dans la
oJu]s 8]}v o] SE}% Z] OOHMO ¢ UU® HO JCE * o}ue ZCU% }AE] X

E}ue A}ve A}lcp % E Uu v3 0 « viu E pe » E % E peoe]}ve [uv
la croissance des cellules musculaires, casiséotamment par une perturbation des voies de
signalisatfv (E P]ee vS 0[Z}u @}SueX WodHPSO[ A% }*]S]}Vv 5 %oUHIUX}VP S O

[ K importante, plus les répercussions cataboliques sont considérables, entrainamivo une
SE}%Z] upe po JE < A E 00 VS ipe<p[ O Z E] X

De rombreuses étudesn vivoet in vitro ont tenté de contrecarrer ou tout au moins limiter

cette fonte musculaire pronon@&ésous hypoxieles exercices physiques, notammentixcde nature
en charge et de résistance pratiqués lors de programmes de réhabilitation de pesssouférant

[ZC%}A] ZE}v]<p U vSE v vssuneladgwmenation d& ndmidEeuet du volume
des fibres musculairess Cv}v Cu [ZC % €E S @itsNOmbreusespersonnes atteintes par

* % 5Z}0}P] + E *%]E $}]E U A %}UE O[pv =+ sCu%oS€mees %o E]V ]°
atrophie musculaire pronon@&s A}] v % E « E]E V %0l [MV olgevs S]tv E]
protéines, une sipplémentation en acideaminés, ayant pour effet une réduction du catabolisme
musculaire et un maintien, voire dans certains cas une augmentatoleur masse musculaire. Méme
si ces traitements montrent des améliorations de la masse, leurs effetsntesténimes en
comparaison aux personnes non pathologiguet spécifiques a certains patients touchés par une
hypoxie modéré X %oOpeU o[ £ E ] %ZCe]l<ch S 0 *U% %0 u vS S]}v vusSE

L % E} o u VEE o0 asawdpid C % ¥E]IISU o u}o po [}ECP v hoe Jv C
musculaire.

] v<u o[}ECP v}SZ E %] *}]5S pv SE ]S u v8 SZ E % MUS]<p IHE
v Z EP 0[ZC %} AE] ZE}v]<p U Z 1 o[Z}uu U Jo v[ £ TR TRY
supplémentation en oxygéne sur la régulation de la masse muscul@eplus, lenombre de
recherchesn vitroportant *HE 0 ¢ }ve <g Vv o o[}Z£CP v §]}v oopo ]J&E SE A
la croissance des cellules musculaires consécutive aypextereste trés limité

E}pue u SS}ve 0[ZC%}SZ o <y oO[}ACP v §]}v -mesueceffickce &8 E |S pv
o] SE}%Z] upe po JE& U <u]s MV %o]e} ZC% }E]<u X "~ 88 «<pu E
ZC% }E]J<p U Vv % 00] V8§ 0 Vo WU @] pv O¢}LECHP [ pdEICaR dong]}v U
permettre [ vv]Zirangkoiremento ¢ (( Se v P S](- 0[ZC% }AE] *uUE O oouO
supposons que le retowdpisodiquea un état de normoxie engendrera de maniére momentanée
stabilité u § }o]«p § uv E ««ulo] E 0[Z}u }*S ¢] % E}S J<u U % Eu :
bénéfique des voies de protéosynthese et un affaiblissement des voies protéolytiques.
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Jve] o[} i §&]( secondestude était de:

VOoCe E § }u% E & o ((S- %0 (g Stimptation §lpcHIGUR eildeS v U
supplémentation en acides aminés branchés sur des myotubes C2C12 mis en culture sous hypoxie, a
travers une analyse moléculaire des protéines régulatrices dess/die synthése et de dégradation

* % E}S Jv U Jve] <u O *% S U}E% Z}0o}P]cp e UC}SH o0 °u]S

Etudelll : Effets additionnels de la stimulatiomécanique de lasupplémentation en acideaminés
et [Uv% E]} géhaldADvis-a-vis de @frophie des myotubednduite par diypoxie.

La littérature nous confirme que la grande majorité des protocoles de rechamclhieoet in

vitro dans la luttecontre les (( S oS & - 0[ZC %} AE] Ve articule autour upe po ]

[UV pv]<p SCE ]85 u vSU % Eu §S vS d u] pAs s@gusnerhiEe limitéde( Se %o}e]S
parametres perturbés v ZC % }AE£] ~%ZCe]}o}P]J<p U u 8§ }oJ<p U ul}E%Z}o}P]«}
gue ces traitements (stimulation mécanique,pplémentation nutritionnelle et oxygénothérapie)
soient relativement efficacede maniére isolédeurs effets bénéfiques sont fortement dépendadu
niveau & I[ZC %o} A ] § W <8 [ SE}% Z] B epi X E}lu E PUAE % S] vSe
chroniqueconsécutive ales maladies respiratoires ass@s@ une perte de masse musculaire trés
importante, restentinsensiblesface a ces traitements.

Peu de recherche ortombiné @psociation de plusieutsaitements thérapeutiques pour la
prise en charge dgsatientshypoxémiques présentanilvy $E}%Z] upe po JE « A E X /o v
jour aucune donnéedans o 0]38 E Sp&E (]J* vS § § o u]je V. %00 [V
stimulation mécanique (contraction musculaire), supplémentation nutritionnedte période
[}ECP v 8§]}v epE ¢ OOMO * UM HO JE ¢ SE}%Z] ¢ 0 *Hu]S [HV 8

Nous supposons que la combinaison de la stimulation mécanique et la supplémentation en
] » ulJve EvZesE ulu E ] Eatrdphiedusculaife Edait€Fpao [
0[ZC % } ] X %oOoUeU VIde %o velve <pu[]Jo ¢S % E]Ju}E ] eexedrcie% 0}]s &E
connue pour étre un moment de suractivation des voies de synthése protéicaestimulation
mécanique, assocea un appors v ] ¢ ulve S pv % E]} [ }ekapcRey S]}v %o}
permettrait de favoriser (potentialiser) au mieux les réponses anaboliques tout en inhibant les effets
oS & - 0[ZC%}/E] *pE o0 « A}] - eCVSZ - S Il seraiPaBsi S]}v .
%o } ¢ *] optimiser au maximum les contrenesures dont nous disposoastuellementdans la lutte
}JVSE o SE}%Z] upe po JE ]Jv U]S % E 0[ZC % }AE] X

>[} i 8]( troiSi@meétude était de:

Tester sur des cellules musculaires C2C12seiseulture dans un environnement hypoxique
la combinaison de la stimulation électriquele la supplémentation en acides aminégdnchés et
[uv % E]} [} £ CP -exdértice dwdrawérs les changements pasdductionnels des
protéines clés devoiesde synthese et de dégradation protéiqaeCetteétudeportant sur o[ S & } %o Z ]
§ 0[ZC % ESE} % Z] »  aadrenforcggrariune p@alyse morphologique précise des
myotubes a la suite des différentes combinaisons deteaients.
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| Culture cellulaire

I.1. Choix du modele cellules musculaires de type C2C12 différenciées en myotubes
Pour étudier lexontreeu spuE « o S E}%dZdquelpttiquesli®@ o[ZC%}A] U o Z}]
[Uv u} iovitro 3 % E]JAJo P] %oopdedvapu[@M ubEo Sp oo U p puv  3p
e[ S8 }v VvSE&E *UE 0 %o} e edr diffEfents [traittiehtsvdas le but de éverser
o[ 8E}%Z] upe po JE }ve usJA UV % E]} [ZC%}A] X > u} o
SH % Eu SSE [} SV]E ¢ }vv e Jv ]Ssprotpc@lempeunordtaboref us E
de nouvelles stratégies et investigationghérapeutiques par la suite.

> Z}A pu} o OOHO ]JE % E * v3 o[ A vs P Hiséd» E u v]
une multitude de conditions expérimentales. %.opneU o0 pHoSuE ooUO JE %o %o
potentiele [ o u s/Systémique %o} A VS % ESPE E[DJuv}oeLe] % E}S J<p *pE
uClsp « T iTU }Juu % & A u%o o[gde(crpissance u( [ & }Eritels gue
dGF1,lesinterleukinesU o[Z}Eu}v E}]ee risulipe pvésed@E Y ¢ ]V O[}EP v]eu X
Ainsi, la culture cello JE& % Eu S usSSE v A] v o[]vd E 3]}V *% (]}
expérimentale (variable dépendante) avec la cellule musculBifen, elle nous permet également un
important taux de reproductibilité intecultures (cellules provenant toues [V e} Z  HME<U o
obtenir une grande population de myotubes a disposition.

>[ ve u o « SE A pAE a ét&mend guredes myotubes différenciés de type
T iTU }vs o[} § v8]}v % E aqéé&décHte alaofigyre 3.Ees cdules C2C1Zournies

par ATCCAmerican Type Culture Collection, Manassa, 8%t une lignée myoblastique immortalisée
% E O <] %o z (( s$sSAaw VvI%BOGEE]E [MVv S]e*pd Upe pOo JE e<<p 0 S8
Uu®@€E-=e* %}e3 E] pE- [uv YakdpdESaxel i19¥F A confluence, les myoblastes
mononucléés, correspondant aux cellules proliférativest été cultivés dans un milieu de
différenciation afin que les cellules fusionnent pour former les myotubes plurinucléés, cellules au
phénotype contractile etprésentant des caractéristiques similaires aaogllules musculaires
squelettiquedn vivo(de Theije et al., 20)3

|.2. Protocole

Aprés déongélation, les cellules C2C12 été ensemenceées dans des flasquiasis un milieu

de prolifération correspondant a du DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, Giggugmenté

A ii9 e« Epu A p ("8 o ~'] }e & skatimycotiie }Signe) puis
entreposées dans un incubateur a 37°C dans une atmosphére humide contenant 5% Her€ifdie
la confluence cellulaire atteint 80 & 90%, les cellulesé@tincées avec du DMEM/Hepgauis les
cellules adhérentes onété récupérées par tipsination. Brievement, leflasques ontété incubées
pendant une dizaine de minutn présence derypsine § EDTA apres neutralisation de la trypsine
par ajout demilieu de prolifération les cellules ont étéentrifugées a 800pm pendant 10 mintes.
Le surnageard étééliminé puis les cellules orété re-suspendues dans duilieu de prolifération La
numération cellulairea été E 0] o[ ]cellulpde Mallassez et de bleu trypapermettant
de différencier les cellules viables (nariarées) et non viables (colorées en bleues).
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Le comptageur cellule de Mallasse%. CEu § [} $ V]E o }v VvSE&E S]}v oopo JE
Les cellules ont été ensemencées en boite de Pétri a raison de0B0€ellules /ml dans du milieu de
prolifération. Lorsque les cellules sont &98% de confluencealdifférenciation des myoblastes en
myotubesa étéinduite par le changement de milieu de prolifération par du milieu de fusion ou le
e Epu A pa@éremplacé par 2% de sérum de chevalcingé par la chaleur (Gibco). Ce
changement de milieu correspond au jour O de différenciatiigyre32). Les milieux de culture ont
été remplacés totes les 4&heures et la formation des myotubes étéévaluée chaque jour.

Figure 2 : (A) Représentation schématique de la culture de cellules musculaires squelettiques de type C2C12

Noter le stade 1 correspondant a la prolifération des myoblastes, suivi du stade 2 correspondant a la
différentiation des cellules et la maturation des Mg + X ~s& W ~ Epuu S M &S o VA2 WANE]
Jv 8]A % CE o Z o pE V DD W po e D} 1] Po D JuuX ~ ¢ s]ep 0]
(x20) de myoblastes et myotubes C2C12 apres coloration-GtéipwaldGiemsa. Noter la morphotpe

particuliéere des myotubes, cellules plurinucléées et longiformes, contrairement aux myoblasides
mononuclées et fusiformes.

/[l Iv pu S]}v 0[ZC %o} AE] oopo |&E

E}s SE A u£ E Z E Z }VS %}ES <pE pPE 3CHI]E [FVZIC BIFAE]
% ZCe]}o}Pl<p 8 0[ZC%}AE] ZJu]lcp X o pdédSsoUds. 0 ¢ *}vS %o E ¢ VS o

[I.1. Hypoxie physiologique

Pour les expériences d'hypoxie physiologique, les cellules musculairétégoiacées dans

une chambre hypoxique hermétigBioSpherix, Lacona, Ngette chambreétant elle-méme placée
dans un incubateur classique a une température de 37°C et 5%-0Q0re 3). Une sonde a oxygeéne
%0 O intérejur 0 Zu@E % Eu S pv }vv ]ee v % E ] p S uE [}AC
cellules ce quinous permetpv A E] 3]}V % E Ldéliié augeth dg k& chambre afifi! § E

M %oO0Ope %oE} Z e }v ]8]}ve [ZC%}AE] W [phw uloinvimiiphoje eipe po JE
al, 2013+ X (]v E E E uv }v I8]Iv [Z,Cko} Al W] &Eldn [{F] I
ProOx P110~ ]}*"%Z E]AU > }v U Eze }Uu% 0% U S}v[} SIMEEP v }v [S]}ve
culture présentant une amentration en oxygéene inférieara 21% Q@(Figure 3). Les conditions de
normoxie ouderéoxygénation onété effectuées dans un incubatestandard(21% Q, 5% Cg 37°C).
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In vitro, les protocoles de culture cellulaire faisant appel a une diminution de la concentration
v }ECP v *}vsS viu E pEX % v vSU o[ ESE %}0 S]}v =+ }vv e« E |
O[}EP v]eu (]38 % E pA [pv ES Jv t8 scientifipue, et d restevamgore g
ce jour des questions ouvertdses conditions standard dans lesquelles les cellules sont généralement
cultivées (21% £) doivent étre considérées commgv  }v ]8]}v [ZC% E}A] U ] vipe }u
<u o[}v @@ w Jiva Richardson et ses collaborateurs ome¢suré la tension d'oxygéne dans
le muscle squelettique humajguiavoisine 3¢40mmHg en normoxie, ce qui correspond a peu pres a
5% d'Q en culture cellulaire Kichardson et al.,, 2006 Ces données suggatt ainsi que la
}v vSE S]}v [}ACP v AE 158 LSE]vE[}BY]E Ay K }v 13]}v vViIEuU]
%ZCe*]}o}Plcp X W E }ve <p vSU S}tus o }v VvSE S)iepréesghi@nCdesv (v ( E]
conditions hypoxiqueg¢Deldicque & Francau2013. Pour notre protocole, nous avons sélectionné
une hypoxie de 4% juste en de¢a des conditions de normoxie physiologique (§% O

Figure33 W ]+ %0 }*]15]( o[]v u §]}v 0 [ Z CRéchéEbredbayh ExidueohiePétigu@ioSpherix,
Lacona, NYBW Je%0}*]18]1( [Jvi 3]}v [1}3 % E o[]vd Eu ] ]XEoupk & laBondeE P A -
[YAECP v ]*%o}e o[]vs ] HE o ZuEKX

[1.2. Hypoxie chimique

> o }v %0 % E} Z [ZC % étéirnduite clumiqué@enpar o[uS]o]e S]}y [ P vS§
mimétiques 0[ZC%}AE] X [ %oE ¢ ¢ }vy,lesinfluotebBEs puB itilisés sont le
chlorure de cobalt (Cof}let la desferrioxamine (DFQJ&ovic et al., 200). Leur utilisation comme
traitement pharmacologique par incorporation au milieu de culture provoque une stabilisation de HIF
i r, qui ne sera donc pas dégragér le protéasomg% Eu $5 vS ]Jve] []v HM]E o0 * (( S-
o[ Z C %ers/de cellesi sont constamment maintenues dans une condition de normoxie (21%
0O,). Le CoGlet la DFOmiment donc o[ZC %} ] % E o0 <311er sedplacant le fé&
indispensabl o[ZzC E}lACaukilv }v ]S]}v VIEU}AE] X o)]éwvle fortos ~
pouvoir chélateur de la DFO entteen compétition avec le F& cofacteur indispensable au
fonctionnement des prolyl hydroxylases (PHD)u%. E 3]A u v3 pbysabyioud lod
induit une défaillance dans le mécanisme de la chaine respiratoire de la mitochondrie entrainant une
E u 3]}v 0 *Cv3ZXarsovic[eddW, 200Q7et une production de ROS mitochondriale
lu% E o 0[ZC %} £ ] (Charri€ €] Jad } FOP8Dutre la stabilisation delIF1r, la DFO
lvz] o &E}]ee v oopo JE }uu o [ZG%sitaE P0GE 2 agEnts}dPiigues
}vE §  Jeelue Ve o[ aunp adnden¥atiocide 50mM, puis dilsdans di milieu de
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fusion pour atteindre une concentration finale de 200uM. Cette concentration de 200uM est la plus
}LE uu vS pslo]e Ve 0 ¢« S ]S uvsSe ¢« o00pO ¢ -bdiepompiBsSe o0}VP
24h Bedessem et al., 20L1Prager et al.2015; Guo et al., 2006Lei et al., 201)1

lll Stress mécanique

De préédents travaux au sein du laboratoirent montré <[ ™ fjour de différenciation
les myotubes présentent une structure mature des sarcormméerément indispensableau bon
(}v 8]}vv u vs§ o[ %% & ]Jo }vSE S§]o X 3 1(( & v ] S8]}v 8
o[ Spu e (( S* M *SE ** U V]<H *HE O * UCISH T iTX

La stimulation électrigue des myotubks % Eu $3 vS o[]v U S]}v [pwaetBE ¢ u

appliquée % E o ] 1+ [ pstimulatews GEPish, lonOptix, Dublin, Irlande), permettant

[ u §SE e Ju%opoe]}ve ]%}o ]JE - § EbAnedEudispesitiblessé@Edtrodes v
étant suspendues dans les milieux de culture cellulgiigure 31). Le générateur central permet de
(1]E A E] E of40¥)Valisrée{6,4 a 24 g5 et la fréquence (0,1 & 99 Hz) de contraction.
Les contrations des myotubes onété constatés par observation sous microscopie optiglies
impulsions électriqgues administrées aux cellules musculadiregtro sont comparables aux effets
} » EA ¢« 0}E+ [pv }VSE S]}v upe po |E ¢Z Y& U@ shabe Zt hl.o[ v]u o ]
2012. Apreslh de stimulationnous avons observé un changement de phosphorylation de praéine
connes % }uE !'SE §]A + 0}Ee+ [pv }VSEE §]}viesqua AMRK et Akto $3]<p |
(Myatake et al., 201) Aprés chaque utilisation, les électrodes ététrempées dans un bécher d'eau
distillée entre £TZU %o u] & é¢chpngée. Cette procédumde trempagea étérépétée 34 fois;
enfin, les électrodes onété soigneusement désinfectées athanol70% § E]v e ol u ]+S8]oo
avant utilisation.

Figure 3 W Je%}*]18]( [ o SE}*SJupo S]}v oopo ]E ~Morddde p&ithehiasdd p o]vU /
systeme de contraction des myotubes C2C12. Weplaque a 6 puits contenant une paire d'électrodes de
carbone pour chaque puits a été connectéeaBm (P v E § HE [Ju%opoe]}v o SE]«pn X
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IV Supplémentation en acide aminé

> e OOMO ¢ T i7T }vd & SE ]8 « A ](( & vS ¢ Jesséntidis}ve [ ]
branchés leucine seule, ou un mélange des trois acides aminés branBRE#SAs leucine, isoleucine
et valine) aune concentrationfinale de 5mM (Atherton et al, 2010 ; Haegens et al., 2012 ; Yu et al.,
2015. LesBCAADNt été incorporés au milieu de culture de myotubes matures aprés 5 jours de
différenciation.

V Extraction et dosage proteique

V.1. Extraction protéique

Les myotubesnt étérincés trois fas ave@ml de PBPhosphate Buffered Salin@¥°C. Puis,
les celluleont été }oo ¢ o ] PotEsti#|agst€Ele (Cell scraper, VWBans 150uL el
tampon de lyse RipA (18M Tris/HC, pH 7,4 150mM NaCt 1 mM EDTA1 % Triton X.00; 0,5%
sodium deoxycholate 0,1 % SDS) auquel on ajoute des-pritéases (Complete EDrke, Roche)
et des anti-phosphatase (PhospheStop, Roche). Par la suite, les extraits protéiques ont été

rapidement soumis a une étape de sonication (Uttomic C# Disruptor) et enfin une
homogénéisatiorsousagitation lente pendant 1h a 4°Ces extraits protéiques sont conseraé20°C.

V.2. Dosage de protéines

>[ «3]Ju §]}v 0 < Upro®jnes des extraits cellulaires a été effectuée selian
méthode de Bradfor@Bio-Rad Protein Assayune quantité de2ul dechaqueéchantillon a dosea été
prélevée et complétée a 800uLavec de [ (ultrapure, aukquels on ajoute 200uL de réactifle
Bradford BioRadX Kv u suE o Ve]l]S }%S]<p pHv o}vPu p&E [}v o
spectrophotongtre (SpectraMax MRadapté aux plaques 96 puits. La concentration de protérété
} §vh % & o[]Jvd Gu ] ]E [pv P uu 3 o}v ~[io liu]Pees (E]én }AJv
les mémes conditions que les échantillons a doser.

VI Quantification des signaux protéiques par Western blot

VI.1. Préparation des échantillons

> Alopu [ Z v8]oo}lv % Ehvieu [UV %o Jv @ lestrdphoréique par
SDSPAGE (Sodium Dodecyl SulfatBolyAcrylamide Gel Electrophoresis) a @ééerminé a partir de
la concentration protéiqgue meséeprécédemment. La quantité de protéines pour chaque échantillon
aétée 1TIRP % E % u]S*U «<u ddhponpénpaturant«a savoile tampon Laemmlig2,5
mM Tris Base2% glycéro] 0,02 % bleu de bromophéndl i -thercaptoéthanot 10 % SD$H6,8).
Les protéinesnt été dénaturéesa 95°C pendant 7min, puis dégessur le gel.
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VI.2.Electrophorése SDBAGE

Les protéines dénaturéesnt été séparées paSDSPAGE les dépbtsont été réalisés sur
minigels Staifree TGX Stah& E | & *S *§j (E C Biougdd donfl ¥ concentration de
polyacrylamidea été choisieen fonction dda masse moléculaire de [&otéine ciblée Tableaull). La
ul]PE& S]}v e % E}S Jv o [ (( 3Su Hv A}o8 P }ve390nsn dansius *puE pv
tampon de migration (25mM Tris bas@,2M glycine, 1% SDS). Tout le long de la migration, ledeont
bleu de bromophénol et un témoin de masse moléculaa@uté dans un puits de référence
permettent de contrbler la séparation des protéines. La technologie ®tn(SF) utilise un composé
trihalo dans le gel permettant el détecter parfluorescenceles acides aminés tryptophanes de
o[ ve u o * % E}S Jes c VIVE[VIZ vS]0o0}VvX % E ¢ puminutds e &Veih} v i
arhageur ChemiDo(Biorad) une image S& permis A]ep o] E 0 % E}S$ }u 3}5 o o[
leeCe3 u "& V[]JVE E(E ppuvuvd A o0 3%« v Aolpo SE ve
membrane.

VI.3. Transfert des protéines sur membrane

o °*u]S 0 * % E S]}v ©* %E}S Jv e % & 0 SE}%ZE « U O

a étéréalisée avec le systeme Trans Blot Tushio des membranes de nitrocellulogEransBlote
duE Biddad. Le transferta été réalisé graca un montage type sandwich constitué de papier
Whatmantrempé dans le tampon de transfegfftampon de trarfert Biorad, éthanol et eau ultra pure)

UWP o }viv v ose %E}SJvece % E °+ o0}E- o u]J]PE& S]}vU [pv u 1
toutaétéu Jvs vp of[]vsS ] HE [pv o« S3ecX été effe@udperidabty, 20ay
12 minutesa 25Ven fonction du poids moléculaire de la protéine ciblakfleaull). A noter que lors
de chaque étape du montageailété Ju%}ES vS [ oJu]v E 3}ud HOoO %o}pA vE ¢ (}C
et la membranela technologie Staifree nous permet de vérifier la qualité de transfert des protéines

H Po ey o uu@EvX > Alep o] 8]}v M % E}S Ju su@Eed u u E
% E}S J<u ¢ *HE 0 P oU v}iue eepu®& vS [pv SE& ve( ES <u 0]8 X

" Masse Quantité Transfert
Protéine 2 . .
dintérét moléculaire % gel_s protéine temps/voltage
(kDa) (acrylamide) (ng)
Durée (min) Voltage (V)
AMPK (Thr172) 62 75 20 10 25
Akt (serd73) 60 7,5 20 10 25
GSKit ~N & 46 7,5 20 7 25
HIFir 120 7,5 20 12 25
FoxO1 (Ser 256) 82 7,5 20 10 25
FoxO3a (Ser 253 97 7,5 20 10 25
LC3 14-16 12 20 7 25
MTORSer2448) 289 7,5 20 12 25
Myostatine 50 10 20 7 25
p70S6K1Thr389) 70 10 20 10 25
REDD1 28 12 20 7 25
Ubiquitine (P4D1)| Profile total 10 20 10 25

Tableaull W }v ]8]}ve [ 0 SE}%Z}E - s § (B utilis€eGaptimiséesipour E v
chaqgue anticorps utilisé dans cette étude
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VI1.4.2. Etape [Jv 4 S]}v ¢ VvS] }E%* %o EJu J]E « S ¢ }v JE -

Les membranes orété incubéessur un agitateur aouleaw a vitesse lente a 4°C pendant la
nuit ou 2 heures a température ambiante avec un anticorps primaire spécifique a la protéine étudiée,
dilué dars la solution de blocage a la concentration adégu@tableaulll). Trois lavagesle 1015
minutesont été effectuésavec une solution de TBISa température ambiante, puis les membranes
ontété Jv o ¢ Vv % E °* v [uv VvS] }E%e « JwS]EEIH @& ]® Jou
solution de saturation pendant 2 heures a température ambiarftab{eaulll). Par la suite, les
membranes ongté rincées dans une solution de FB® cing reprises pendant 10 minutes.

>[ v8] JE % ¢ }v edt@up|ed]unerenzymdaperoxydasepermettant de détecer
les protéines ciblées par chemiluminescence. Les membranestéimicubées avec une solution de
détection ECL Clarity (Biorad)itiant la réaction catalytique de la peroxydase en présence ae so
substrat le luminol § [ p }ZEZACP v U % &} pl]e vS8 ]Jve] pv *]Pv o @f¢u]v pAEX :
VA 0}% % * [pv (Jou SCE ve% E v3 & %o}e ¢ vVve puv Ju P pE Z u]}
images.>[ ve u 0 protocoles expérimentaux par Westeblot ont été optimisés poualtotalité
des anticorps utilisg

VI.4.3. Quantification du signal

>[ ve u o e Ju P ¢ } S &M@ oviov@e ¢ S <u VvS](] ¢ % E o[]vs CEu
logiciel Image Lab (Biorad). Les signaux protéiquestémtormalisés a la fois sur la quantification du
% E}S }u 8}5 0 «<ul]e %o E "& S euE 0 ¢]Pv 0o [pv S u}l]v ]vS EV % E!I
variations intef % E]Ju vS §]}veX %o0opneU 0[]vS ve]Sadadfustraiedpla E p]s (
valeurmesurée pouchaque échantillofGurtler et al., 2018

SIX3X8X €} Z P o[ V3] }E % % EJu ]E

Les membranes dont les protéines nécestitune analyse de leurs formes phosphoegéet
totales ont étédéshybridéesavec une solution de WesterReprobe G-Biosciencespendant 25
minutes a température ambiante. Les membranes ététlavées trois fois 10 minutes au FBSpuis
SUE « A pv e}ous]}v o} P Avs]vpu 3§]}v o[ avf®OIMEE %0 ¢ %0 E
}S o 0 % E}S Jv []Jvs E!SX

7 T
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Anticorps primaires

Anticorps secondaires

Protéine ] ]
d'intérét Référence Source Type Dilution |__Saturation Incubation | Référence | Source | Dilution | Saturation Incubation
Tampon/Temps Tampon/Temps

Phosphe DW<r . . on 1 2hsur RT . . on 1l 2DSUrR.T

(Thri72) Cell Sig 2531 | Rabbit Polyclonal | 1/1000 | TBST + 5% lai ATA Cell Sig 7074| Rabbit 1/2000 | TBST + 5% lai ATA
DW<r Cell Sig2532| Rabbit | Polyclonal | 1/2000 | TBST + 5% lai 2h§$r AR'T Cell Sig 7074 Rabbit | 1/5000 | TBST + 5% lai 2h§$r AR'T
PhospheAkt (ser473) | Cell Sig 9271| Rabbit | Polyclonal | 1/1000 | TBST + 5% lai 2h§$r AR'T Cell Sig 7074/ Rabbit | 1/2000 | TBST + 5% lai Zhﬁr AR'T
Akt (pan) (11E7) | CellSig4685 | Rabbit | Polyclonal | 1/2000 | TBST + 5% lai 2h§$r AR'T Cell Sig 7074| Rabbit | 1/5000 | TBST + 5% lai 2h§’$r AR'T
PhospheGSKit ~~ { Cell Sig 9336| Rabbit | Polyclonal | 1/2000 | TBST + 5% lai Zhasg AR'T Cell Sig 7074 Rabbit | 1/5000 | TBST 5% lait Zh;;‘.' AR'T
GSKit ~106 i+ | CellSig9315| Rabbit | Polyclonal | /5000 | TBST+5%lai ~"> T | Cell Sig7074) Rabbit |1/10000| TBST+5%laij 2"on &7
. Bethyl A300 . on 1l 2hsur RT . . o 1. 2hsur RT

HIFir 286A Rabbit Polyclonal | 1/1000 | TBST + 5% lai ATA Cell Sig 7074| Rabbit 1/2000 | TBST + 5% lai ATA
PhospheFoxO1 (Ser | ) 5ig 9461| Rabbit | Polyclonal | 1/1000 | TBST + 5% lail 23U R-T | celi sig 7074|  Rabbit | 1/2000 | TBST + 5% laif 2"SY' R-T

256) aT.A aT.A
FoxO1 (C29H4) | Cell Sig2880| Rabbit | Monoclonal | 1/2000 | TBST + 5% lai 2h§$r AR'T Cell Sig 7074| Rabbit | 1/5000 | TBST + 5% lai 2h§$r AR'T
PhospheFoxO3a (Serl . gig 0466| Rabbit | Polyclonal | 1/1000 | TBST + 5% lail 25U RT | celsig7074| Rabbit | 1/2000 | TBST + 5%it | 2NSUrR-T

253) ATA ATA
FoxO3a (75D8) | Cell Sig 2497| Rabbit | Monoclonal | 1/2000 | TBST + 5% lai 2h§$r AR'T Cell Sig 7074| Rabbit | 1/5000 | TBST + 5% lai 2“;$r AR'T
LC3 AB Cell Sig 4108| Rabbit | Polyclonal | 1/5000 | TBST + 5% lai 2“;#“ AR'T CellSig 7074 | Rabbit | 1/10 000| TBST + 5% lai 2h§$r AR'T
PhosphemTOR . . o 14l 2hsurR.T ; . o 1al  2hsurR.T

(Ser2448) Cell Sig 2971 | Rabbit Polyclonal | 1/1000 | TBST + 5% lai ATA Cell Sig 7074| Rabbit 1/2000 | TBST + 5% lai ATA
mTOR Cell Sig2972| Rabbit | Polyclonal | 1/2000 | TBST + 5% lai Zhg'#r AR'T Cell Sig 7074 Rabbit | 1/5000 | TBST + 5% lai ZhaS#r AR'T
. Prot Tec . 2hsur R.T . . 2hsur R.T

0 / 0

Myostatine (GDF8) 191421-AP Rabbit | Polyclonal| 1/1000 | TBST + 5% la ATA Cell Sig 7074 Rabbit | 1/2000 | TBST + 5% la ATA
PhospheP70S6KL |~ 5ig 0205 Rabbit | Polyclonal| 1/1000 | TBST +5% 14 2" R-T | Cell sig 7074 Rabbit | 1/2000 | TBST + 5% 14 2"SU RT

(Thr389) aTA ATA
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Anticorps primaire

Anticorpssecondaire

d'intérét Référence Source Type Dilution Incubation Référence Source | Dilution Incubation
Tampon/Temps Tampon/Temps
P70S6K1 Cell Sig 9202 Rabbit | Polyclonal| 1/2000 | TBST+5%1a “"*3' T | Cell Sig 7074 Rabbit | 1/5000 | TBST +5%1q "3 &7
Prot Tec . o 2hsur R.T . . o 2hsur R.T
REDD1 106381-AP Rabbit | Polyclonal| 1/1000 | TBST + 5% la AT A Cell Sig 7074 Rabbit | 1/2000 | TBST + 5% lg AT A
Ubiquitine (P4D1) | Cell Sig 393§ Mouse |Monoclonal 1/2000 | TBST +5%1d "' T | Cell Sig 708 | Mouse | 1/5000 | TBST +5%1g "' *T
Tableaulll W }v ]18]}ve []v sarttitprps primaires et secondairs. R.T (rouleau tournant)T.A(température embyante)
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VII. Morphologiecellulaire

VII.1. Principe

(lJv. [ A op & o §]}v * J(( E vSe SCE ]S uvsSe spE 0 U}EWZ
marquage au Maysrinwald (éosine bleu de méthylene)SigmaAldrich et la Giemsa (éosineazur
de méthyléne) SigmaAldrich a étéréalisé. Cette technique de coloratiarta propriété de se fixer sur
les différents constituants cellulaires (noyau, cytoplasme, membrane) permettant aisément de
différencier les myoblastes (cellglmononuclées) des myotubes (cellules plurinuckss.

VII.2. Protocole de marquage May Grunwald / Giemsa

Les cellules onété lavées 3 foipar5mide W ~ v Ap [ oJul]v E o §}8 0]S8 hou
culture, puis les cellules owté fixées au méthanol pendant 7 minutes. Aprés un nouveau cycle de
lavages a PBS, les cellules ot mises en présence consécutivement de la solution¥@aynwald
et de Giemsa pendant 5 et 1 minutes respectivement. Enfin, les cellulegténo A o[ M
désionisée; le nombre de lavagea été effectué en fonction de la colation finale des celluleda
coloration étant régulierementérifiée sous microscopaptique.

VII.3. Acquisition des images

Apres avoir réalisé la coloration au M&ylnwald et Giemsa, les myotubes ont été visualisés

en utilisant un microscope Lei@MLSEquipéd'un logiciel vidéqUIlead Video StudjoLes images ont
été acquises au grossissement x10 a raison de 15 imageseshaishasard pour chaque condition
expérimentaleétudiée (chacune des conditions expérimentalessseéveloppie dans les différentes
études de la partie Résultats») ; la totalité des myotubes de chaque imageété analysée Le
diamétre moyen des myotube$e E u] € Jv ] S pE&E 0[Z}u, htéedlcube dphgtir] < U

AU uE « %o E]e » *p&E o oO}vPU PE p uC}spy X >[]v £ (He]}v % E
myotubes; Jo }EE *%}v U4 viu E ViC LA ]v opsadiredesmyotu@esspy U |
avec au moingrois noyaux, sur le nombre&S} s o viC HAE Vve 0 Z u%o Ale]}vX >[ v
analyses morphologiquesété réalisée en utilisant le logiciel ImageJ.

VIII Quantité de protéine totale

La quantité totale de protéines de chaque échantillon a été dosée en utilisant la méteode d
E (JE ~Ap % E uu v3eX > }v VSE 3]}V % E}S J«u o[ Z v§]oo
E %o %} E S H A}louu 38}3 o o[ Z v8]oo}v ~Roe*X > ¢ (E *puos 3¢ }vs
protéines par échantillon. Mise en relation avec les dasimorphologiques, la quantité en protéines
§ uv }v E A o 38 pE o[ § & o) oV CarpZ pual} 28909] % E}S <
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IX Viabilité cellulaire test au MTT: Méthylthiazoletétrazolium

Ce test de viabilitpermis u *uE & o[ §]A]3 u § }o]«p damnsdesopo « A]
v ]8]}ve epue %S] 0o [ VPV E E pv E]e<p CS}S}AE] 18 e O0OOMO
OOUO o[ § § sanCété@ns8mencées sur microplagues 96 puits a ueasité de
100 000 cellules paml, dans 200pl de milieu de cultuggar puits A la suite des traitemerstopérés
sur les myotubesles plaques onété E]Jv  « A MV  e}ous]}v W~ (Jv [ oJulv &E
culture; les cellules onété incubées pendant 4h a 37°C en présence de 50 ugpaitMTT (Sigma
Aldrich). Le MTTraverseles membranes des cellulepermettant la transformation des sels de
tetrazolium jaunatres en formazan violet par le biais de la succinggbytirogénase mitochondriale.
Les cristaux de formazan nouvellement formpésir chague pugdépendent dda quantité de cellule
vivantes. Aprés solubilisation avec 200ul/pside DMSO,d quantité de sels de formazan forsgar
les cellules viables a é@uantifiée par spectrophotométrie a une densité optique de 570nm. La
viabilité cellulairerésultantde chaque traitemena étécomparée a celle des cellules ntraitées.

X Analyse statistique

>[ ve u des traitements ont été effectués au moins erplicatas biologiques ou en
quadruplicags provenant de 2 ou 3 cultures indépendant&€eutes les données ont été présentées
en moyenne = SEM. Un test de normalité (Shapifo| S <3 § E o] *uE&E o[ veu O .
Les effets des conditions oBté testés par ANOVA a deux voies (conditioneeips). Si des effets
principaux et/ou des interactions significatifs étaient observés adOVA, des tests pebbc multi
rangs deFisheront été appliqués pour examiner des différenqasur chaque pairespécifique Les
différences ont été considérées comme statistiguement significatives lolBquei UTA X > o ¢35 S§]eS]cu
ont été calculées a l'aide du logiciel Statistica 8.0.
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Résultats

92



Résultatst Etude 1

Etude I Impact de différentes méthodes d'induction de I'hypoxie cellulaire :

%0 O e P vSe u]Ju S]cpu - 0[ZC %o} A ] Juu wu} o
0[ZC %o} /] oopo |E SE A E+ o[ v oCe o[Z}u }
morphologie des cellules musculaires squelettiques C2C12 différenciées en
myotubes.

I. Contexte et objectif

A i tHEU o[]Ju% 3§ 0[ZC%}/E] *HE o0 « A}] s régudPv o] 3]}

O0[Z}u }*8 ] % (E}Sa]JUEU of «$] 0] laBynthéSdket de la dégradation des protéines
dans le muscle squelettique, reste encore a étre élucidé. La compréhension mécanistique et

ulo upo ]E e 0] ve AE]*3 VS VSE 0 % VUE] [}ECP vV pu Vv]A
déséquilibre de la &lance anabolisme/catabolismerotéiques est un enjeu majeur dans le
développement de futurs traitements palliatifs visant a limiter ou réverser l'atrophie musculaire
consécutive a une hypoxie chronique. De nombreuses équipes ont mené des investigatitas su

E % E pee]}ve v ( 5 o O[ZC%}/E] *uE o0 « A}] » *]Pv o]e 8§]}v & Py
des protéines a travers des modsla vitro ~ [ -a8lire des cellules musculaires mises en culture) tels
gue lesmyoblastes primaires humais des lignées cellulaireaurines(cellulesL6ou cellulesC2C12)
(Caron et al., 2009Koning et al., 201lLaunay et al., 201;0Martin et al., 201 ; Pomies et al 2095

v (( U o[Z}u}P v ]8 M usS E] o ]J}olP]<n Jeep o] pMoSuCE oo

A Vvs P+ ve o[ 3p e A}] - *]Pv 0] 8]}V JVEE oO0O0OpO JE *X > ¢ %ol
*UE 0[ZC%}AE] @ ¥} rovi@®E L E o [unsShodeledn] ¥iro dnt ainsila possibilité de
contréler de maniére précise de nombreuses conditions expérimentales, permettant ainsi de limiter

H U ZJupu o0 » % ESHE 3]}ve VA]JE}VV U VS 0 » *uE o[]vE E% E 3 5]}
la températpy@E& U o § pA [Zpu] ]S U 8§ v % &S] po] E o +(ajote, vSE S]}v
oxygéne et dioxyde de carbond) }u%.}e v o[ VA]J]E}vv u v¥§ oopo JE X

Afin de reproduire artificiellement un environnement appauvri en oxygéfié% Q), il existe

%o0pe] WE=- u} 0]8 X >ph¥witdodiqueZ résitieé erhdeux concepts. Le premier consiste a
réduire la disponibilité en gpar une diminution de la pression barométriqueette méthode, appelée
aussi «hypoxie hypobare, peut étre reproduiteero  }E S}]E % & o[]vS CGu ] ]E [uvVv

[UV  ]ee}v ZC%} E X > =« }v 0 § hgipoxi& JAortdobafig %@, aonsiste a

Julvp & o <pu v3P%o}yKoO Ve O JE u ] vS8 e ve u} J(] & oVia%iE s]}v (
et al., 20Ta; de Theije et al.,, 2018X [ *§ §§ u sz} [IJv p 8]}v 0[ZC %} AE]
e 0 §]}vv (Jv ['SE }lu% &E A puv USE  %dWpaxip chimigldhe EJu V3
Cette derniere méthodest basée surddministrationde substances phanacologiques telles que le
chlorure de cobalt (Coflou la desferrioxamine~ &KeX d}pus }uu i yXd Koprization
%oZCel<u VvV }ECP VvV ~ZC%}AAE] %ZCe]}o}P]Jcu ¢« }u o] u%o0}}et] P v3e u]
DFO) entrainent tous deux ungdroxylation de HHE r Bloquant son ubiquitination et sa dégradation
% E}S *}u o U ( AYE]s v3 ]Jve] 0 3 ]Jol4diDricgad eifal A8 pvic /&
et al., 2007.

] v«<g o uszZ} [Iv 1 8]}V % E ZC%}AE] % ZCe]}o}P]c<pu *}]18
[V ZC%}/AE] invivdB o[ u%0}] U 5 v o LOUDRQ perme}tamt de mimer
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0 ¢ (( 8 [UV ZC%}AE] % ZCe]}o}PIYpstfrégiienjrognt wiliyén vitrg, d@nnant

o] M MV %0 SZ}E % E}S} }o ¢ []v U S]}v [ZC % }A] S]e*pno |E S
§C% []v M S]}v 0[ZC %} AE] %o}UE }ve <cpuv pv viu E Ju%e}ES VvS§
différenteU A % }uE (( 8 uv  Ju% E Z ve]}v oJuls § ]Jv }u%co § - E

sUE o0 + A}] - *]Pv 0]* S]}v JvSE oopo JE& X D!'u <] o ]J(( E v
0[ZC %} A] vP v E vS pv edr ]ibdlenelfer que césho E } e []v U 8]}v <}vs

& ] ouvs ]J(( & vsS- Ve 0 HE* %% E} Z » S }v %S]}lveX %0 0 M
}vv ]Jee v U p pv Su V e[ S }ve &E o] Ju% E Je}v . MAE U

0[ZC % }AE] U S}us % €3] rentu@esusimiitudeSoucdiffiédEncen terme [Ju% S s uE
o[ §]A]3 * % E}S ]Jv e u} po vS o[Z}u }eS ] % E}S J<p ~e@UvSZ e S
des facteurs de la myogenésest de leurs effets sur la morphologie des cellules musculaires
squelettiques.

> (VRS §S§ % E& u] E Sy *3 § Eu]v & o ] ve (}v -
Zlu]«<u ve O[]JVA «3]P 3§]}v e (( 8- 0[ZC % }E] *pE O OOHO UL
mettre en évidence les points communs et/ou di#ergences du CoGdt de la DFO avec la méthode
[ZC %} AE] @ Vitr@Ea savoiro[ZC %o } E] %0 ZCe]}0}PJ<p Vv}IEuU} EJ<«p X

Afin de répondre a nos interrogations, nous avons, sur un modéliérode myotubes C2C12,

déterminé les effets du CoCitle la DFO ou de la privationep OuE o[Z}u }*S ¢] % E}S J<p U S
conséguences sur la morphologie des myotubes. Nous avons examiné les mécanismes moléculaires
Ju%eo]<p o ve ~]e 0 uQhdlysedes fdetels d¢ différenciation comme la KH et la

UC}P v]v U ~]]* 0 *CVvSZ ¢ % E}S J<p % E o u *nE o[ 3]A 3]}v
Akt / mTOR, telles que Akt, P70S6K et GBH3u ]J* P o u v3 ~]]]* o ¢ ](( E v§ « A}] » §

dégradation des protéines, avec le faat de transcription FoxOL1 et de ses deux systemes effecteurs

O[] US}% Z P] o0Ce}e}u 0 % E o0 u pE M E %%}IES > 1 //I/U § o
< v8](] SJ}v e % E}S Jv o u J<cu]S]v X v(]JvU o ¢ }vv ¢ BH[SSV§ - %0
[ $]1A 3]}V }u [ E% E <]}V e % (E}S ]v ont%t€Ecorrobon¢esasec jes o
caractéristiques morphologiques des cellules musculaires en mesnoaatnmentle diamétre des

myotubesU o[]v A& (He]tvU u ]e |ewusieraurenpudiines.

I X WE}S} }o o[ Su
/v pu 8]}tv 0[ZC %} ] resiBdDaiigos P]<u

> 5§ uE [}ECP VvV « 0 3]}vv Ve VISE A e iKUK la
limite des 5% &(30-40mmHg) considéré comme étant la valeur de normoxie tissulaire physiologique
Z 1 o[Z}uweldisgue et al., 2013Richardson et al., 20).@Bien que la majorité des étudisvitro

sur le muscle squelettique sous hypoxie se concentre entre desrgaleld,5 a 3%nous avons fait
o Z}A o] & [pv VIA p [}ECP YV 39U 3§ v E Je}v 0 Oo}v
0[ZC%}/E] O}E-" VISE % E}S} }o déstinpeva défermineiddE P Zo} 03P J<a[Z C %o } A |
sur la maturation sucturale des myotubes nous impose de maintenir les cellules C2C12 en culture sur
des temps relativement importants, entre 48 et 72h aprés induction. Caron et ses collaborateurs ont
ule v Al v <cu[uv A& % }e]3]3de mydidbEs (L6Psembédre la limite de ce modéle

ve o[ S O0[Z}u }*8 ¢] % E}S J<p S ulE% Z}o}edropetal,2p@9]8]}v [ZC
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* 0 %oZ - [ ve uv u vs 00 U0 ]9 jours de |diftqréngiatidn, les cellules
musculaires sont cultivées daos incubateur conventionnel contenanii® Q, 5% C@et 74% N a
une température de 37°C. Par la suite, les cellules C2C12 sont placées en chambre hypoxique
(BioSpherix, Lacona, NY), elldu  ]* %o} o[]vs &] uE O[]V 2au Seip€EIX > § pA
chambre seraabaissé jusqu'a atteindre avec précision une hypoxie de 4%uD sera maintene
igec<pu[ ¢ O} uE u SUuE& 3]}vU <}]18 pv HME FiquiEssy frojisNIatériels eét1Z ~
méthodes, patie Il).

Figure35 W Z % E « vS S]}v ¢« Z u S]<u MW % E}S} }o [ %% o] S]tv <« ](( & vs§e u
0[ZC %} AE] OOMO * UMe PO JE « T1iT J((E V] = vuClspu X

/v pu 8]}tv 0[ZC%}E] Z]ul<«u

W €& ]Joo u vS H % E}S} }o []lv u S]}v nojZ &g AdhinstrZ @]} o0} P ]«

CoGlou la DB dilués dans le milieu de différenciati@nune concentratiotiinale de 200uM a partir
du 4™ jour de différenciation sur une durée de traitement @2h Figure35). La concentratiomle
200uM a été déterminée [ %o & ¢« <« E Z E Z ¢« ] O]}PE %oZ]<p ¢ § ]Jve] <p O
de mon Master 2 recherche. Nous avons détermaué[]o A]*S ]S doserép¢nse entre
différentes concentratioa des agents chimiques utilisés avec des effets cytotoxiques mesurés par
o[]vS BGu ] ]JE& [pv § <8 Al ]dJEs cellubes pos¢dmires ICITA 21 06t été exgmsé
a plusieurs concentrations de Co€tlde DFO (0, 50, 100, 200, 400 uM) etce « S U %o [ A %o}*]S]}V
différents (24h, 48h et 72h). De plus, le taux de viabilité de chaque concentration testée a été comparé

o] 0[ZC % }AE] %ZCe*]}o}P]l<k. VIEU} E]<p 09 K
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Mesureseffectuées

>[ voCe u}lo po ]JE § (B o]*AS5E&o0 S]hve OOHUO JE * % E -
[ITv 1 S]}v O[¥YC&o}E]ZV]<H A <5 Ev 0}3 § pnslo]e (1v <
[ 3]A 8]}v 38lI}u o £% E <]}V * % E}S Jv - o A}] sCvSZ +

dégradation des prigines etde facteurs de la myogenéseed cellules musculairesjuelettiques. La

mesure de la teneur en protéisale chaque échantilloa également été réalisée poshacune des

conditionsU T0ZU 06Z 8 01Z % & « ]v. gnr}par le bz JUo} A]E<H P .
myotubes au MayGrinwaldGiemsa, nous avons anadys [ § § u SUE s]}v § 1(( E v ]S§
myotubes aprés 48h et 72h de traitemeifigure35).

Analyses statistiques

>[ ve u o « S ]S u vs8e }vs 8§ (( Sp e HuUul}]ve Vv <g EP%o] S8
2 ou 3 cultures indépendantes. Toutes les données sont présentées en moyenne = SEM. Un test de
normalité (Shapiret]ol § ¢S § E o]* <uE& ofesgsles effets desjoonditions (a

savoir normoxiesrshypoxie physiologiques CoClvsDFO) et des différents temps de mesures (2¢h

6h et 72hvs 48h) ont été testés par ANOVA a deux facteurs (conditions et temps). Si des effets
principaux et/ou des intE $]}ve *]Pv](] 38](s+ 3] v3} e+ EA « A-hoomHtKs U =+ §
ranges de Fisher ont été appliqués pour examiner des différences pour chaque paire spécifique. Les
différences ont été considérées comme statistiquement significatives loBquei Uifi X > ¢ o8 §]eS]<u
ont été calculées a l'aide du logiciel Statistica 8.0.

lll. Résultats
[1IXiX D] H %o}]VvS$s o[]v u §]}v 0[ZC %o} A] oopo JE %o

[TTXTIXiX (( 8 e Jv u s uE- 0[ZC %} A ] cellairk<des *pE o0
myotubes C2C12

Afin de sélectionner une concentration adéquate des agents chimiques mimétiques de
0[ZC%}fE] W}ve u spE o § pA Al J]o]s oopo JE % E o[]vs Eu ]
au MTT pour chacune desncentrations testéed)( 50, 100, 200, 400 WMet ce sur des périodes de
traitement de 24h, 48h et 72I8i nous nous référons a la standardisation internationale, un traitement
pharmacologiquén vitro est considéré comme cytotoxique dés lors que lardisé de cellules viables
est en deca du seuil de 80%wpezGarcia et al., 2004

Le CoGlet la DFO ont affecté le taux de viabilité des cellules de maniére- @btemps
dépendans. En particulier, les cellules musculaires traitées a une concentration de 400uM de CoCl
(67,1+4,1%, 63,6t 1,6% et 53,# 2.2 apres 24h, 48h et 72hespectvement) et DFO83,1+ 1.9%,
80+1,8% et 70,4t 3,1% apres 24h, 48h et 72h, respectivement) ont diminué de maniére significative
la viabilité cellulaire par rapport aux cellules non traité@x(@.01), et cei p « < pdes valeurs inférieures
au seuil de dptoxicité (Figure36). Comparativement, aux concentrations de 50uM et 100uM, quel
<t *}]83 o[ P v3 Z]Ju]l<p ps8]lo]s U o A] ]0]8 E 5 SIHi}UE* su% E] pt
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U S U%e [ A£%}]35]}v 0 FigpungBeCo PniPemaique«ge-a concentration intermédiaire
de 200uM de Cogkt DFO a eu des effets sur les myotubes comparables a ceux exposées a une 4% O
avec un taux de viabilité cellulaire comprise entre 70 et 80%esug E}]* S U%oe [ Hlsd*]S]}v ~
36).

Auxvuesdece (E *pu0oS S+ § o V}Eu o] §]}v Jvs CEv S§]}v o }v Ev vsS 0]
chimiques, nous avons sélectionné la concentration de 200uM pour chacun des agents chimiques

uJu Slcp e 0[ZC % }A] pS]o]e ve V}ISE %o agrdgivéronofreWwhgix@e }u% o §
concentration, nous avons compareé les effets du CetdDFO a une hypoxie de 4% % & o[ v oC-

du facteur de transcriptiofIF1 r, régulateur principal des adaptations cellulaires sous hypoxie

Figure36: Mesure de la viabilité cellulairevia le test MTT apres traitement au CaGit DFO a différents

concentrations (50, 100, 200, 400uM), a 24h (A), 48h (B) et 72h (C) apres traitement de cellules musculaires

C2C12Les myotubes C2C12 ont été traités avéferbntes concentrations de Co@lt de DFQ la viabilité des

cellules a ensuite été évaluée par dosage au MTT 24h, 48h et 72h aprés l'induction. Les données sont exprimées
VulCvvy FADU E]A « [pu}llve i A% E] v -+ puificsivementdifetentes A o pE-

de la condition contrdl€21% @) sont présentées par :P< 0,05, *P< 0,01, ***P< 0,001; les tendances sont

indiquées par la valeup spécifique. Les valeurs significativement différentes de la condition hypoxie {4% O

*}vS %o E ¢ vS ¢ %o E W e« W D iUIii V eee W D iUIiiX > o]Pv }Uud&dezpy ]v J<pg o

Garcia et al., 2034

M.2.2. HIFirU u E«u pE 0— %S S]}v JvSCE oopo JE <}ue ZC

>[ voCe % E A 3 Ev legé&ellul€s nusculaikgs exposées a un @et% Q
% E * V38 V8 % E * 10Z []Jv u 8]}v uv  pPu v3 8]}v «]PiV]€ITUBAF iU £ %
ua,PY iUiiie % & E % %}ES WPAE o00HO0 * }y FEHLeB7). Coptrsairep@®&u}AE] ~Ti¢
0[ZC % }/E] % ZCe]}o}Plcpu U 0 /&t DIPOV& uneLpuodentration dg 200uM
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entrainent précocement une inhibition du processus de dégradation en normoxie de la protéine HIF
irv * 0Z % E& ¢« o0 UE ul]v]eSE §]}\U ammdbt#. Sntfichtivement, €&
comparaison aux cellules non trait§@28+ 028et 28+ 0,4l u.a, respectivement pour Cogdt DFO,

P Y0,001) (Figure37). La stabilisation de HIFr, provoquée a 6h par les deux agents chimiques, a été
maintenue apre4h de traitement P Y0,001) (Figure ). Il est intéressant de noter que le niveau
d'expression de HiE Détait sensiblement similaire a 24h, et ce quelle que soit la méthode d'induction
de I'hypoxie utilisée par rapport aux cellules contréle maintenue a 248 @,001) Figure J).

Figure¥: (( 8 O0[ZC%}/E] % ZC2lgto}Plcp ~0
des agents chimp<p « uju S]<p o 0[ZCHo} E] ~ }
et DFO) sur l'expression de HIF XA : Analyse par
Western blot de l'expression de HiF <pE .
myotubes de C2C12 exposés a la normoxie (216 O
(N), a I'nypoxie physiologique normobarique (4% O
(H) ou traités pades agents chimiques : Co(CT) ou
&K ~ ¢ puv }v VvSE S]}v 711...D % v VvS§
24h.B: Signaux obtenus par western blot a 6h ou 24h.
Les valeurs significativement différentes de la
condition contrle (21% @; non traitée) sont
présentées par *** P < 0,001, les tendances sont
indiguées par la valeuP spécifique Les valeurs
significativement différentes de la condition hypoxie
(4% Qe *}vS % E « VSPD %W i@ RA ex001.
Les tendances sont indiquées par d&eurPspécifique
(n = 8 par condition).

En conclusion de nos données, les concentratie8®uM, 100uM et 400uM employées lors de notre
§ ¢85 v[}vS % ¢ SpouHeFesteide notre étude. Bien que les concentrations de 50uM et 100uM
permettert de maintenir un taux de viabilitAu dessus du seuil de 80% de la standardisation
internationaleen comparaison a la concentration de 400uM, les effets sur la cytotoxicité des cellules

T 17T [upv v vSE S§]}v 1 ERDFO) & été comparable a oo [Uv  ZC % }A]
physiologique normobarique de 4% ®ar conséquent, notre ch@f ¢85 % }E&S s puE&E pv }v vsSE
commune de 200uM de Ce€t DFO, méme si cette concentration en go@uit des effets cellulaires
proches dwseuil de cytotoxicité aprés A&t 72h de traitement. De nombreuses études utilisent cette
concentration 200uM lorsque la durée des traitements excede 24h-@edege et al., 2017Chen et
al., 2017b; Chen et a) 2018; Choy et al., 2010Rovetta et al., 2013). Bien que la stabilisatiorHie
1r ¢}]S %o o0 paveeleX%sdGl S o &K % E& E %o%0}ES pv E W S]}v u S uAE |
24h de traitementnos données révelent une concordance entre 1€ diE vSe u}  []Jv n S]}v
0[ZC%}AE] % E E %o %o} EErX o PpoME%e EAGHEV( SH,LE VSE o o[ %3 &
0[ZC% }/AE] U vige vige c}uu ¢ JvS E e ¢ u&E (( S JvZ] ]S pE-
principales de la protéosthése, la voie PI3KAkt/ mTOR.
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[TIXTX (( S 0[ZC %} ] % ZCe]}0}P]<u I} Z]Jul<p *uE o .
mMTOR

Juu vipe o[ Alve Ap % G uu v3U 0 % @E}S Jv I8 8 puv o0 u Vi
de syntheseprotéique PI3K / Akt / mTOR, et se tient également au carrefour des voies de
protéosynthese et de protéolyse, faisantde cellp o[pv ¢ ( 8§ pE+s Vv3E pAE E& Ppo vs c
protéique Calnan & Brunet, 2008Schiaffino et al., 20)3Afin de mesureo [Jv (o Vv Z <g SC %o

[Iv 1 8]1}v 0[ZC%}/&E] *uE o A}] sCv38Z « 18 | udKzZU v}ipue A
phosphorylées et totales de protéines clés de cette voie, telles que Akt, la protéine P70S6K (cible de
MTOR) et la protéine GSK (inh] 13 & ] H( 8§ u&E []v]sS] 81}v o SE p S]}v /&1

> «<u vS8](] 8]}V % E A 3 Ev o0}8 o[ 3]A 3]}v 0 % E}S v |

phosphorylation (ratio entre Akt phosphonrydér le résiduser473 efAkttotal (p-Akt / Akt)) ne montre
aucune variation significative aprés 6h de traitement, que ce soit pour les cellules sousat® O
traitées par agents chimiquesFigure 38A). En revanche,a 24h posttraitement, I'nypoxie
physiologique (4% et CoCl(200uM) ont entrainétoute deuxune baissedu niveau d'activation
d Akt (0,41 + 0,05 a.et 0,33 £ 0,06 @., respectivementP Y0,01).Contrairement au Cog;les cellules

TiITSE ]S » % E 0o &K % & * vS vS uv § pnA& %o Z }ddapEnexe S1tv [ 18
(1,1+ 036 ua.)et supérieur a celui decellules sousypoxie physiologiqueP(Y i U iFigure38A).
E}pues Alve P o u vs Z}]e] [ SBIKEVO BIEWS (e ISU % E}S ]v % E}
la protéosynthése, GSKt tient uv E €0 []v @4 IhSvqigEle protéosynthése, GSK étant
phosphorylé et inhibé principalement par Afodine et al., 2001 Léger et al., 2006Nos données
indiquent une hypephosphorylation de la protéin€SKi t aprés 60,83 + 0,0a1.a,PY i1Uifie § 716Z
(0,72+0,03.a,PY iUiie — A%}*]S]}v 0-ZC % }Alen%ednardidot &ukaqelluled 9 K
sous normoxie (21%JdD(Figure38B). Les cellules C2C12 traitéash par duCoCl ont montré une
augmentation du rtio p-GSKit | "2&t % & & %%} ES Po MJTEW}A] ©0-ZC%}A
physiologiqug4% Q) (P Y 1U i klend que 24h aprés incorporation, ce méme traitement a entrainé
une Ju]JvpusS]}tv o[ 3@SKiI}viUG6d F.a,PiY U iiesXellules musculaires C2C12
SE ]S * % & o &K Vv[}vS u}vEE ««u PGBKit A 'E{t gdrirappprt @ixs ]}
valeurs de normoxie a 6h et 24h pastitement. Nous pouvons P 0 u v8 v}§ E <u[ % E  T0Z
SE ]S uv3U o« oO0OpO *» SE ]S *» % E 0o &K }vd } « EA puv vIA p |
condition4% @P Y iUiie
W E o *u]d8 U vipge A}ve u spE of[pv « (( FFOBEEreconnuedddde o % E} 3§
une kinase régulatrice de protéine ribosomale S6>(llen & Thomas, 19Y.7Aucune variation de
o[ §]A 3]péiro< v[ & } o EA %o E » 0Z SE 13 U VS %}IUE O ve

v p $]}vhypori¢ employés par rapport aux ellules non traitéegFigure38C). En revanche,
une hypoxie de 4%, ou un traitement au Co&l % E ¢« 16Z [ A%}*]S]}v VvSE v v§ W
significative du taux de phosphorylation BEBOS6K en comparaison aux cellidestrdlesnon traitées
(21%0Q) (0,86+ 0,02 ua, P Y 1Uati,73 + 0,0au.a, P Y iU,idspectivement (Figure380).
Contrairement a son homologue pharmacologigad)FOvdccasionne aucun changement du niveau

[ §]A %B}RP70S6K en comparaison aux conditions 4%tGCoGl, que cesoit & 6h et 24h

[ A %o}« De]rhaniére comparablaux protéines Akt et GSKtU o « oopo « B@BFQDNte % E
observé urratio p-P70S6K / P70S6K significativement supérieur aux cellules musculaires sous hypoxie
physiologique (4% 4 que ce soit &h et 24h postraitement P Y i U iFigure380C).

99
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Figure38: /u%. § 1(C & v§ = u 82} « []v p S]}v [ZC%}AE] <p&E o[]vZ] ]8]}v

protéines AktmTOR.>[ § § — 3§]A 3]}v o A}] * C v § Zdétermimé paBy&stgrn blote §
dans les myotubes C2C12 sous normoxie (234N), hypoxie (4%A(H) ou traitée par des agents chimiques

mimétiques 0[ZC %} 2]~ W }} 0&K ~ pv  }v vSE S§]}v Tl ...\N:%atie vS 0Z }p

pSer47Akt / Ak total aprés 6 ou 24h de traitemen : Ratio g"8P70S6K / P70S6K tot@l: RatiopSeGSK3 t /

GSK3t total. D : Signaux représentatifs des protéines d'intérét aprés 6 ou 24 heures d'induction de I'nypoxie.

Les valeurs significativement différentds la condition contrél€21% Q@ ; non traitée)sont présentées par* P

< 0,05, *P< 0,01, **P< 0,001. Les valeurs significativement différentes de la condition hypoxie 486D
présentées paWP< 0,05V D iUii V eee W D iUIIiX > A o pE«* «]PVv](] 8]A u v$§
de temps (24hvs6h) sont présentées par :B<0.05, §888°< 0.001 (n = 12 par condition).

>[]v p S]}v 0[ZC %o} AE] oopOo bR % E G ]wS SFEROC]intsKT une
sousactivation de la voie AKtIMTOR. Les cellules musculaires C2C12 traitées par lzepFé€sentent
enrevanche<u % n [ (AkE HASEK et GSKt %o @h et24h de traitement au contrairele
CoCGl § o][ZC physmlbgique &% occasionnent toudeux unes hypophosphorylation de ces
% E}S Jv U v}S uu vsS % E ApréZavdir AobsthtdeS|simitudeentre les conditions
4% Q et CoClet desdifférences vSEE o0 ¢ P vSe u]u $]<u(CoGebDEQ) %t l&Voie de
protéosynthese Akt udKZU v}ipge oo}ve v 0Ce E 3§ }u% E E o]ésYiess
de dégradation des protéines.
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[TITXTX  (( S 0[ZC% }AE] %ZCe]}o}Plcpy I}y ZJul<p *uE o0 -
dégradation protéique

FoxO1, un membre de la famillesgrotéines &} EKU 8 o[Uv ¢ % E]V [% HAE %o E
o[ &ipA de plusieurs voies de dégradation dans le muscle squelettigue=( al., 201). FoxO1 a
pour cible principale deux systemes de dégradation des protéines au sein de la cellule musculaire
o[ us}1% 2z P] § abigufing % E}S +}u X (Jv [} » EA E o[]Ju% 3 Z MV
[Jv nu S]}v 0[ZC%}/AE] *uE o0 « A}] » PE S]}v ¢ %E}S ]Jv U Jo v
A vs &§}us o[ 8 & %oZ}e%Z}YECO S]]}V 0 % E}S Joellubapd-deilgv J<u vS§
%o E}S Jv > 1T ]v ]*% ve 0 o (}E&u S]}v o[ uS}%Z P}e}u U S v(]v
O[M J<H]S]v S v v e JCE o0 E }vv Jee v e U}o MO - PE €& %

% E » 0Z []v u S]}v o [ Zphysididgihue~aa Chiinlgie), seul le traitement au
CoGl a entrainé une diminution significative du ratidqpxO1 / FoxO1 par rapport aux cellules C2C12
contrle 0,67+ 0,bu.a.,, %o Y AUX Kv }vesS § <y O[JU% ESOUS IS0 %Z}*%Z}ECO §
0 % E}S Jv &}AEKi *« % E}o}vP § ¢ vSQ57 Y0xH.a, R yZ01) FBgEe]S u vs ~
39A*X }v EV VS 0[ZC%o}AE] %eXCelto} BT« % >ISK}v o}vPpu pE ~10Z
musculaires a affecté le niveau de phosphoiglade FoxO10(56+ 009u.a.,P Y0,01), et ce dans des
proportions similaires a la valeur de la condition Ge@lcomparaison au cellules normoxiques (21%
O,) non traitées Figure39A).

L'autophagie a été analysée a l'aide de l'expression de deuxumars|impliqués dans la biogenese
des autophagosomes, LL2&t sa forme lipidique, LAB Le ratio entre ces deux formes de LC3 nous
E ve |Pv <uE o[ 88 [ 3]A 8]}v §8 A}] PE S]}v * %E}S
western blot a montrégue I'hypoxie physiologique (4%)0nitiait une augmentation de I'expression
de LCdI en comparaison a la condition de normoxie, mais également par rapport aux deux inducteurs
Zlu]<pu O[2C %o} AH] S }vE & } o« EA « «uE bation ytiliEesdan®%aetreg v
étude (6het24hP Y iU iiHigure39B+X W E 00 o0 u-phdsphorylato¥de FoxOl1 apres 24h
[Jv 4 $hbudhvons quantifibne augmentation du ratiaC3ll / LC3l pour les cellules C2C12 sous
4% Q (2,58 + 024 u.a.,P Y0,001) et pour les cellules exposées au GdC5+ 017 u.a.,P Y0,01)
(Figure3B)X Kv %0 usS v}S E <p 0o SCE ]S uvsS % E o &K v[ VvSE v pu
LC3Il, que ce soit %o E » 0Z }u T0Z [Jv p 8]}vU S}pusS }uu O+ OOMO * UM® |
de normoxie Figure39E).
(1v }u%o § E V}ISE Vv oCe su&E oO[]Ju% S ¢ J(( & vSe u} + []v M
nous avons analysé la totalité des protéindsiquitinées a la suite des traitements. Nos données
Jv 1<p vS <p o[l J<u]S]v S]}v * % E}S v - e UC}ISH <« T i1 e}pe ZC %o
ZJul<p v A E] 13 % * %E * 0Z [ A%}*]3]}vU }lu% E 3]A u vs pA&E
(Figure39CeX > ¢ po SE ]S uvs C vS VvSE ]Jv pv  pPu vs S]}v pu 8§ p&E
CoClapres 24h de traitemen(1 + 031u.a.,P ¥0,001), en comparaison aux cellules contrdles et aux
OOHUO ¢ A%} ¢ 0[ZC % FHAGJre3oY Bardl}addrRent @ son homologue chimique, la
&K v] vE§E v Huv ZvVvP uvd p vIA p [p ]<u]l8]lv 8]1}v * %o E}:
[ 1<p]8]v 8]}V <Ju]o 1CE opu] ¢ }v J@Fgwe3BySE€0 S 09 K
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Figure 39: Impact de différentes méthodes d'induction d'hypoxie sur les marqueurs de dégradation des

protéines dans les myotubes C2C1¥.pu vS](] S]}v o[ § 8§ %oZ}e%Z}ECO S]}v un ( S pE
&YAEKI § o[ A% E *+]}v %o E}S Jv ¢ 0 *e]uPqd] k%o ZeP]v e Soproteqspiay

déterminées par Western blot dans des myotubes C2C12 sous normoxie 18§ ,ypoxie (4% AP (H) ou

SE ]S % @& P vSe Zlul<p u]u Slcpae~ « DUZRAIAP WUV} o}v VvSE 3]}v Tii
pendant 6h ou 24h.A : Ratio pseras§~0xO1 / FoxO1 total aprés 6h ou 24h de traitemdht. Ratio entre les

protéines LC3 Il et LC8l: Quantification des protéines conjuguées a l'ubiquitibe.Signaux représentatifs des

protéines d'intérét aprés inductioned'hypoxie E: Signaux représentatifs dprotéinesubiquitinées. Les valeurs
significativement différentes de la condition contr§®1% @; non traitée)sont présentées par* P< 0,05, **

P< 0,01, **P< 0,001. Les valeurs significativement différentes de la condition hypoxie4kinDprésentées

par W PD TUIi V eee W D iUIIIX > Ao uE-* «]PVv](] 3]A u v3 ](( ®6hB * %}uE ¢
sont présentées par : §88< 0.001 (n -2 par condition).

Tout comme les protéines clés de la voie de synitr@séiquemesurées précédemmenin déficit en

O et o[ A% }]S]}v » CoGlprovoquenftdes modifications des voies de dégradation des
protéines dans les cellules C2Q18.5 u%o* [ A% }*]3]}v & o §]A u v8 o}vP- o[ Z oo
a-dire 24h, occasionnles perturbations néfastes les plus importantes pesicéllules, avec ungypo
phosphorylation déox01, § pv S]1A 8]}v e+ eCe3 u o [ us}%pdtdaiomeNes [<u]s]v

E *posS Se UIVSE vS <p U o (}]* o[Z@g #¢himiquesd Cahnflehbe leg voied 9 K

de synthése et de dégradation des protéirtesestil de mémepourla myogenesé@
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[TITX3X (( 8- 0[ZC% }AE] %ZCe]}o}P]l<u }Iu Z]Jul<py euCE o -
myogenese.

% E » A}JE Vv 0Ces 0 ¢ % E]V ]% 0 « A}] - *]Pv o]+ 3§]}v o[z
VIHe ctuu * JvS E ¢« » 0o A% E +°+]}vsdabs EdiBérencmtian¥%t @maturation
cellulaires, telles<u[pv ]} (}Eu 0 Z v o}luE o ucC}e]v ~D, [/« §
& Ppo S]}v uClP v]<cp o ~DZ&*X >[ A% E +°]}v }}E }vv . Ev]
développement des films musculaires.

(Iv [ %%}ES E [ A v3 P []V(}EuU 8]}ve *uE o[Ju%e 3 Z <p u} |
les voies intracellulaires responsables du développement de la cellule musculaire, nous avons quantifié
[[uv  marqueurs myogéniques enZ EP 0 1(( & v ] S]}v e uClSp o % E ¢

Of A% E <]}V 0 Ul viw @Gy pE- o ](( e@ingMHEdevtype %o E }

Nos résultats ont montré que seule I'hypoxie physiologique (4Pai@inue I'expression de la MHI

entre 6h et 24h de traitement (24ks6h,P Y iUifieX }vSE J& u v$§ o] &KU o A& %o
myogénine a été réduite dans les myotubes cultivés 4%9@ + 0,05 au, a24R, Y iUiiie }u SE ]85 -
par le CoGI(0,55+ 0,04 au,a6R, Y iUiiie vardigdmaux cellules contréleSigure40).

Figure40: L'exposition & une hypoxie physiologique ou chimique réprime les facteurs de régulation de la

différenciation desmyotubesC2C12Le niveau d'expression de la chaine lourde de Myosine de type Il (MHCII)

et de la myogénine a été déterminé par Westerntlwans des myotubes de C2C12 sous normoxie (2)%¥NQ

hypoxie (4% & ~,* }n SE ]S % E 0 ¢ P vSe Zlul<p ¢ Jv2iiChou @O (D)@[uh€ %o} £] W
}v vSE S§]}v Tii...D % v AS Quantlficafiénzde la protéine MHCB.: Quantification de la

myogénine C: Signaux représentatifs des protéines d'intérét aprés 6h ou 24h aprés induction de I'hypoxie. Les

valeurs significativement différentes de la condition contr@@&% Q; non traitée)sont présentées par*** P

< 0,001. Leswaleurs significativement différentes de la condition hypoxie (4¥s@nt présentées paw P«

TUIT V eee W D iUIIIX > Ao pE+ «]PVv](] 3]A u vd ](( E wsS6h) %AUE 0 « A

présentées par : B< 0.05; §88P< 0.001. (n 4 par condition).
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>[ ve u 0 e« Jvv ¢« pn V]A p u}lo po ]E ulpvguEsoi§la haturep <u o
[Jv n S]}v o [Ahgsialdgiejie ou chimiqualilisée sutescellules musculaires, certaines voies

*]Pv o] S]}v & Ppo SE] - 0[Z}u }eS ¢] % E}S J<p S d v](( E v
trouver perturbées A o e p]$ vie JVA ¢3]P 3]}ve *uE o[ u%o0}] - Uk

[ZC % } A ] re eb @@ dedr impact au niveau intracellulaire, une analyse morphologique des
myotubeset la mesure de la teneur en protéines des myotubesétinréalisés pour chacune des
v 18]}ve [ZC%}AE] X

[TIXAX (( S 0[ZC %} AE] %o ZCe]}@}Rdrppolopie etdd tengur « p E
en protéines des myotubes.

Aprés une période de prolifératiored myoblastes C2C12 subisseng]v (o v sfe § p&E

la myogenésgentrainant ainsi la formation deyotubes plurinucléésL 0 MO o[]v A (He]}tv
correspondant da détermination di ratio entre lenombre de noyaux incorporés dans les myotubes

§ o viuE s8}S oo VIC UWAE % E » vS ve o utldised pow puahtifieke }uE uu
niveau dedifférenciationdes cellules musculaires'€lica &Brume, 201). KuSE& of[]v A (ue]}vuU
recensement du nombre de noyaux par myotube, le hombre de myotubes (contenant au moins 3
noyaux) et le diamétre des myotube®us permettent de quantifier[l § de différenciation et le
degré de maturation des njyubesC2C12.

L'analyse morphologique des myotubes a révelé une réduction significative du diameétre des
myotubes pour les cellules musculaires exposées a une hypoxie de (@%@ + 0,32 unRP Y iUiiie
et traitées au Coe(15,36 + 0,33 unR Y 1 U i, 4iBh aprés le début des traitements, comparativement
aux cellules C2C12 sous normoxie et non traitées (18,06 + 0,4Figu)ed1B). De plus, les mesures
morphologiques des myotubes 72h pdgriitements nous ont réélé une exacerbation de la
diminution du diamétre des myotubes pour les conditions 4¥%€0C0oCI (48hvs72h,P Y iUiiieX v
revanche, les myotubes traités par DFO ont un diameétre sensiblement identique a celui des cellules
IvSE€0 U «pu *}]8 006Z }u 01Z [ZC%}AE] X %o0opueU 0 ] u SCE
significativement supérieur a celui des cadhilexposées a une hypoxie physiologique, 72h aprées
induction (12,41 £ 0,3 ym et 15,55 + 0,15 pm, 49€tDFOP Y 1UiiRigure41B). La privation
-}ECP v e UC}Sp T il VSE v %o & ¢ O0TZ [ AE%}*]S]}v pv It
nombre de myotbes et du nombre de noyaux par myotube, et ce en comparases lescellules
musculaires contréles sous normoxie Y iU iFigure41C et41DeX YU 0 <pu *}]S 0 SC% []v M
0[ZC % }/A] pnsS]o]ls U o[ v oCe o[]v 1] (onirer auciePvariptipn v« u o
importante entre les conditions expérimentales et la condition contréle. On peut noter que les
myotubes exposés a 4% ant observé une diminution de 9% (P = 0,09) et 8% de leur taux de fusion,
%o @E& « 00Z S 01Z [ APpdrthsykelllebsols damoxie (21 Yp@igure41E).
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Figuredl W S E}%0Z] « O0OMO * T i1 /E%}s * UV % E]A §]}v —}ECP v }u % E
% & P vS Z]Jul<p u]u S]<pA: Images pcsaniatives de myotubes C2C12 sous normoxie (21%

Oz), hypoxie physiologique normobare (4%) @u traités par des agents chimiques : Gaiti DFO a une
concentration de 200uM pendant 48h ou 72h. Les images ontéggiisesdans un agrandissement x20. Barre
d'échelle = 100umB : Mesure du diametre des myotub@s48h et 72h postraitement, exprimée en umC:

Analyse du nombre de myotubes par ima@e. Analyse du nombre de noyaux par myotub&s. Analyse de

l'indice de fision myogénique de myotubes en culture, exprimé en pourcenthgs.valeurs significativement
différentes de la condition contrél€21% @; non traitée)sont présentées par* P< 0,05; *** P< 0,001. Les

valeurs significativement différentes de la cdtimh hypoxie (4% g)sont présentées paiVP< 0,05V #£< 0,01

V eee W D jUITIIX > Ao pEe+ «]PVv](] 3]A u v3 ](( & ws6h) SeritpEsentéesA 0 pE o
par : §88°< 0.001Les tendances sont indiquées par la valespécifique (n = 6 par condition).

%% @E « A}JE E o]* o[ Vv oCe uU}E%Z}o}P]cu s UC}ISH U vipe .
o SvuE 38}s5 o V % E}S Jv e %}luE&E Z uv e }v ]18]}ve [ZC %o}/
physiologique a entrainé une importante réxion de la quantité totale de protéines, et ce de maniére
% vV VS U S U%oe [ A %o}e]8i}wQ0%uaE,P Yi @) et 48h 0,37 + Q01 mg,P Y
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0,001), cette diminution étant exacerbée a 72h pastitement (0,16 £ 0,01 md? Y i U) {Higured?2).

}uu 0[ZC%}AE] %ZCe]}o}PJ<p U o0 -« 00 2 @nt mantré uné disinutionp  } o
significative de la quantité totale de protéines (0,4 + 0,01 et 0,39 £+ 0,01 mg, a 48h et 72h,
respectivementP Y iUiiieX % v v3U ]oter}gqui]ecdntenwgrotéique des myotubes
était significativement plus élevé pour les cellules traitées aux.@aCtapport aux cellules exposées
a 4%Q, 72h postSE ]S u v3 ~W Figuigd2).iltes-myotubes C2C12 traitasla &K v[}v$
présenté aucn changement de leur teneur totale en protéines par rapport aux cellules de contréle
non traitées, et une quantité de protéines totales significativement plus élevée en comparaison a la

}v 181}v [ZC%}AE] % ZCe]}o}P]«u -traitérdcdt @XZiWBIiiG+X %o} S

Figure 42: Réduction de la teneur totale en protéines des myotubes C2C12 soumis aux traitements par
hypoxie. Teneur totale en protéines (mg) des myotubes C2C12 exposés a la normoxie2j2AN)p & I'hypoxie
normobarique (4% §) (H)ouSE ]S ¢ %o E ¢ P vSe ZJulcp « u]Ju S]e(CrouDBQAM) %} AE] W
pv  }v v3E 8]}v T11...D % v V3§ L3 ¥dleudsdsignjficatvieamént différentes de la condition

contréle (21% Q@; non traitée)sont présentées par** P< 0, ; ** P< 0,001. Les valeurs significativement
différentes de la condition hypoxie (4%)@ont présentées paW es¢ W D TUIIiX > ¢« A o pE-+ *]PVv](]
différentes pour les valeurs de temps (24$6h) sont présentées par : 888 0.001 (n = 12 paondition).

/IsX }v opue]}lv o[ Spu /

Les analyses sur le plan macromoléculaire (morphologie des myotubes et tetaleren
protéiness }vs % Eu]e Vige E A o E 0o« E 00 ¢ }Ve <puv = Z uv
0[ZC % }/AE] +u@&masculairen@2C12. Conformément aux données recueillies au niveau des
voiesde signalisation intracellulaire Ju%c 0]« ¢ ve 0[Z}u }eSUsJo[%EE Fe ]Sy %o E}O}V
a une hypoxie physiologique normobarique de 4%e6traine des conséquences néfastes sur la
différenciation etla maturation des myotubes C2C12 en culture. Concernant les effets des agents
chimiques mimétiques 0[Z C %o } &6t DFO), nos données ont montré que le Ge@inble étre,
sur différents pints (moléculaires et morphologiquedg candidat idéal pour suppléer la méthode de
E (E v [Jv 4 8]}v 0[ZC %} AE] OOMO JE X d}us (}]-¥séffet¥ ps v}s (
OOpMO JEE ¢« VSE 0[ZC%}AE] %oro@meniPj<ft E8 © (%Ou]e vet [Juke §
pffet dans le tempsContrairement au Coglet malgré une augmentation de la stabilisationHilé
1rU o S& ]S u vs 0 &K VRY; }v vSE S§]}v TMIRDU v] M < %o |

106



Résultatst Etude 1

musculaires C2C12, avdes valeurs trés souvent proches de celle retrouvées en normoxie, et ce quel
<u *}]S 0 ¢ S U%oe [ AE%}*]S]}VvX

Cette premiere étude, a permis de mettre en évidence les similituddigeegences entre
differents u} o ¢ []v p S]}v io \1Q.%: & A£dmparatifbasé sur des critéres telque
O[Z}u }*8 o] %o (EJiFédenciation ela maturation des myotubes, donne de solides éléments
E %o}ve o <cpvs nu Z}AE P SC% [Jv 1 S]}v 0[ZC % }AE] U u ]e
o[]vS E%dEsEsalfdts ¢ o *UE O %o %JuVS]}w o[ HSE u §Z} [IJv 1 8]}V 0
cellulaire (physiologique ou chimique).

Cette étude (15 o[} i 8§ [uv %op o] SJ}v ¢ ] v8](]«¢pu ve o E Ap ]Jvs
Physiology andBiochemistry o S]S&E est[ «{@@dctoof different methods of induction of

cellular hypoxia: focus on protein homeostasis signaling pathways and morphology of C2C12 skeletal
muscle cells differentiated into myotubes.
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Etude Il :La stimulation mécanique, la supplémentation en acides aminés ou
o[} ACP v S]}v ve 0 o0]u]sS S]}v o] SE}% Z] 00|
hypoxie.

I. Contexte et objectif

> Julvpus]ltv o[ %%} ES Vv } ECP v u epeutéfrewhseroéedapso SS]«p
]1(( & v§ « }v ]8]}veU % E A u%o o0}Ees [uv ; ladEcfatBdivde v Z ps
o[}EZACP v v (}v S]}v o[ 08]3p PE Al AE%}* 0[}EP v]eu MV %o \
Ju%}ES v§ § v ( tifide @pertecde ©0% de la pression ent@us les 1000 meétres). Les
atteintes des fonctions respiratoires, comme observées dans la bronchopneumopathie chronique
obstructive (BPCO), peuvent dans certaines formes séveres de la maladie entrainer une importante
Julvus]liv o[ %e%o JAE & bleid€s organes du corps, dont le musdier(t et al, 2011 ;
Levettetal, 201X ¢ p&E (JEU » [ZC%}A] ~ VAJE}VV u vi o 8 % S5Z}o}F
comme point commun des adaptions négatives du muscle squelettique, provoquant au niveau de la
cellule upe po JE pv « <plo] E e« A}] » u}o poO ]JE * E Puo SE] * Ju%e
protéigue,avec pour conséguence une activation exacerbée des voies cataboliques, un changement
de typologie de fibres musculaires (fibres de typé&/ype Il) et une atrophie musculaire prononcée
(Costes etal., 2015 ; Langenetal., JQX3> Ju% & Z ve]}v s u Vv]eu -« 0[ZC %o} E]
Upe Ho JE U 8§ 0 » u}C ve % Eu 55 vS§ }IVEE & 0 ¢ Ju%o S o § &
musculaire estent encore a ce jour des enjeux majeurs de recherche.

Elpue Alve Ap % E uu v ~E Ap 0]88 E SUE +» <p o £ E ]
E ]S v U 5 o[puv e« u}C ve 0 ¢ %oope ((] e %o}p@E&® VP Vv E & pv |
volumedes(] E * upge po JE X v (( SU Jo ¢S E }VVH <d O % E S]<pu [ A
ZE}v]<p U }v ul]s MV ZC% ESE}%Z] upe po |E % @E o[ S]A &
impliquées dans la synthése des protéines, telle que la voie PR / mTOR. Cependant, de
viu E pe » Sp e+ }vS u}vSE ««u o £ € ] %o ZCel<p HnS]o]le }uu u}lC
%o Eeo}vv ¢ *tu((E® vS [ZC%}AE] ZE}Vv]<p VSE v ES » + u O0]}CE
(performance et masse musculaireshais de maniére systématigquement moins prononcée en
comparaison aux sujets contréles, c'@stlire des sujets non pathologiques ou des patients BPCO non
hypoxiques(Costes et al., 2015 ; Vivodizev et al., 20Un autre moyen connu pour lutter contre
ofrophie musculaire ou engendrer une hypertrophie musculaire est la supplémentation
nutritionnelle. Une alimentation riche en protéines, en particulier en acides aminés essentiels
branchés (BCAA), entraine au niveau du muscle squelettique une activationidesanabolisantes
(Duanetal., 20X /o V[C <«<u E uu VS <PU[UV *HU%0 %00 U VS S]}v Vv 15
alimentaire quotidienne des patients a émergée dans la prise en charge de la perte de masse
Upge po JE & eposS vs [uvd HptEIE [BIJoqués %o E 0[ZC % }AE]DalZE}Vv]<u
Negro et al., 2016Bien que ce moyen thérapeutique soit naissant, et que ces effets soient significatifs
HV]<p u vS 0}Ee* [UV % E * E]%S]}v SE& + o}vP Squéstions-rgient}]ve 0 u}]
vV3}E ¢ ve E %}ve }v EvV vS 0[Ju% S ulo po |JE 0 *H% %0 u vS§s
cellules musculaireappauvries en oxygene
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Les personnes souffrant de BPCO a des stades avancés de la maladie (stade Il ou 1V) sont pour

la grande mgorité, voire la totalité, sous oxygénothérapie. La supplémentation en oxygene a été et
reste toujours a ce jour un moyen efficace permettant de retarder la fatigue musculaire précoce chez

0 % Ee}vv ¢ 35 v o [ZC%}A u]Maliazs@}al] <3019 Des@tudes sur la

*U% %0 U vS S]}v v }AECP v }vs u}vsSE pv u o]}& S]}tv 0 S8}o C
performance physique des patientsritner et al., 2003 Maltais et al., 200l La compréhension de

o[ u o]}&E S8]}v 0 (}v S]}v upe po J&E 0 °*u]Ss [UV % E]- v Z EF
extrémement limitée a ce journotamment les adaptations moléculaires des cellules musculaires
squelettiques sous hypoxie a la suitd uv  * %0 %o 0 U Vv8e Hl}ehrohiBue en oxygene. Par

]oo pWE-U Jo v[ A]-S ve 0 0]SS  SpE [V VRV YAV }v Ev vS o]t
}JECP v eu®E o0 » A}] - *]Pv 0]* §]}v Ju%eo]<u < ve O0[Z}uldires o] %o (E}:
o< 0 §8]<u U A} - *]Pv 0]e 8]}v <pu of}v * ]85 ISE (AddnmaireS % E S

des deux autres contres *puE o[ SE}%Z] upe po |E % E uu vs ]S ¢ ~ /
*U%0 %0 U VS S]}v Vv *U o[} EACR V}$ 20T }%0] ue[ S\BSEE 0 0[ZC % }AE] U
E p3]}v u VvVIA pu [}ECPV ]JvSE oopo JE U }vs o v He

anaboliques et une suractivation des voies cataboliques dans la cellule musculaire squeléttique.
titre, la sypplémentation en oxygéne pourradle aussi étre utilisée et prescrite, non seulement

}uu pv U}C Vv % CEu $S vS [ u Oo]}E E 0 % E(}EU vV S o (}v §]}v uy
comme une contreu *UE %o}ee] O o[ SE}%Z] upe usiresEhypgxique p3]A VRY;

> VRS §§ ¢ }v Su S }v § Bu]v G ] o[}AECP v}sSZ ¢
%}*]5]A u v3 o ¢ A}] - *]Pv o] §]}v & Ppo SE] - 0[Z}u }eS8 ]
[ZC% ESE}% Z] U OOMO ¢ UM*UpbyjdEesem apalysds gt gn conjparant les

(( S [pv SCE ]S u VvsS % E <SJupo S]J}v u V]<pg U % E *ph% %0 U VS
JECP v}§8Z %] X E}pue A}ve v 0Ce 0 e+ u V]eu *» u}o pHO JE * Ju%o
principales de lasynthe % E}S J<u % E o u *uCE o[ 3]A 3]}v -BWE}S Jv o
mMTOR, telles que Akt, mMTORE-BP1, P70S6K, et GSK3nous avons également considéré les
différentes voies et systemes de dégradation des protéines, avec les facteurqderipion FoxO1

§ &}AKIT U o u8}%zZ P] o0Ce}e}u o % E o0 u upE UM E %%}ES >
% E}S <}u A o <u vS8](] S1}v e % E}S Jv o W J<u]S]v X W}IuE (]v
} S v e % ES]E o[ v oBPA S1}0[ BUS [[E% E se]}v + % E}S v ¢ %C
citées,ont été corroboréesavecles caractéristiques morphologiques des cellules musculaires en
mesurantnotammentle diamétre des myotubes et leur teneur en protéines.
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IIX WE}E} Yae of §u

/v p S]}v 0[ZC%}E] % ZCe]}0o}Plcnu VvIEuU} E]J<p

>[]v u §]}v 0[ZC%}AE] %ZCe]}o}PJcu [ ¢S }% &E 0 ulu u v
afin de recréer un environnement pauvre en oxygene, une chambre a hypoxiee glacé un
Jvp 8 uE }vVA vi]}vv o § HuS]o]e X > %o ¢ P o Vv}Eu}A] ZC
E u%o0 u V3 O[}ECP V %E *v3 ve o ZuE % &), daur I TEEE:

IvEE€0 pnE PyebLPLIO, BioSpherix, Lacona, KM )quatrieme jour de différenciation, les
myotubes initialement en culture dans un milieu de normoxie 2:% vs § SE& ve( E ¢ o[]JvS
de la chambre a hypoxie (4% €QJ § C }vS § u ]JvS vue ip&EHS} Jo (][VEgpre%e-

43).

Figured3: Z % & + vS S]}v ¢« Z u S]«p L % E}S} He meduissdias|diffeidntes £ontre
U*HuE ¢« o] SE}%Z] *HME <« O0OO0OHO * UMe WD:jpdE de différéneiption A€3 Kayobles,
% :taux [} ECP v ujv]es& MAE OOMO * UHU® MO JE » T IiT J(( E V] = vuClspu

Stimulation mécanique des cellules musculaires par stimulation électrique

> eSJupo S]}v u  v]«u * OOMO * UMe pO JE « i i § %% 0]<p
[ u v ectyo-stimulateur GDish, lonOptix, Dublinrlandée). Le dispositif contenant les boites de Pétri
s E 8§85 Z MV P v B § uE []OGPACBER)E 0SSMEIS(E %o}-e o[]vs &E] pd
chambre a hypoxie tout au long de la période de stimulation électrique. Le programme de stimulation
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utilisé dans notre étude est le suivanintensité de 30 V, fréquence de 1 Hz (soit une contraction par
seconde), eune durée de contraction de 3ms (soit un intervalle de repos de 997 ms), sur une durée
totale de 60 minutes. Le choix de ces parameétres fait suite aux données recueillies dans la bibliographie
(Manabe et al., 2012/liyatake et al., 2015Nedachi et al.2008) et aux nombreux tests réalisés lors
ulv D 8§ ET1Z Z & Z X (Jv [ ((Jv & V}ISE % E}PE uu *SJupo §]

testé les effets de plusieurs intensités (10 V, 20 V, 30 V et 40 V) sur les protéi(aai&kie centrale
de la voé PI3K / Aktgt AMPK(protéine senseur de la contraction musculdifBien que la plus haute
intensité de notre test (40 V) entraine une suractivation des protéines Akt et AMPK en comparaison
aux intensités inférieures (10 V et 20 Wigre44«U o[ %o]h0 ][V ]JvS ve]S 31 s % E}A}<|
décollement excessif des myotubes initialement fixés sur la surface de la boite deFRrgtred5),
E v vS % E }ve <p vS viv AE%o0}]S o o[ Vv oCe U}E%Z}Oo}Plcpy (]°
cellules paMay-GriinwaldGiemsala stimulation électrique des cellules C2C12 a été réalisée sur des
myotubes matures différenciés a5 jous, u %o v ee JE % }UE <u O] %% & ]Jo }VSE
pour répondre aux stimulations électriques.v}s & <u[ Apres chiaque stimulation électrique,
le milieu de culture est changé. En effdta été observé lors de la mise au poiht programme

[ o S@mulation au sein de notre laboratoire, qle contraction répétée des myotubes sur une
longue durée entrainene diminution importante du pH du milieu cellulaire, pouvant étre nocif pour
les myotubes. Dans la mesure ou les extractions protéiques sont effectuée 24tipndation et les
marquages cellulaires 24h et 48h pasimulation électrique, nous avons ddé de changer le milieu
de culture aprés chaque stimulation électrique.

Figure 44: Test de stimulations
électriques de différentes intensités sur
o[ 3]A §]}v e % E}S Jve IS ~ o
AMPK (B)La quantification est réalisée
% E o[ v ogjghaux ebtenus par
western blot (Clet (D) Les myotubes
C2C12 sous normoxie (21%) ©Ont été
stimulés électriquement au®3® jour de
différenciation par différentes intensités
(10V, 20V, 30 V et 40pgndant 60 min
et les protéines extraites pour alyae 1h
poststimulation. Les données sont
exprimées en moyenne + SEM, dérivées
[ L u}]Jve 7 A% E] vV *]v % v VS§
réalisées sur 6 échantillons. Les données
significativement différentes par rapport
a la condition contréle sont présentées :
* P<0,05* P<0,01.
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Figure 45: Photographie du tapis de

myotubes C2C12 sur boite de Pétri
marqués au MayGriinwaldGiemsa a la

suite de stimulations électriques de
différentes intensités (10, 20, 30, et 40
V).

Supplémentation en acideaminés

[ %o @és données bibliographiques, la mise en place de notre protocole de supplémentation
en acides aminés des cellules musculaires C2C12 sous hypekieS }v &SUEO[ u%o0}] [MHV
unique ou de plusieurs acides aminés branchés (BClaAcine, isoleucine etvaling< Z 1 o[Z}uu U
0 ¢ }vv e 0 0]88 & SUE (}vS u VS]]V [UV *u% E]JIE]S e (( S-
la protéine mTOR par rapportsasdeux homologues BCAfsoleucine et valine)Jreyer et al., 2006
; Koopman et al., 2005Afin de sélectionner le meilleur traitement, nous avons testé sur des cellules
C2C12 en normoxie (21%QJ o ¢ (( S- 0O O M ]v < pO § [¢.0eudine, VP
]J*}o u]v 8 AoJve pupuv }v VESE §]}v AfuDU su@E of[pv e ] 0« JvE(
acides aminés, la protéine mTOR, et de son effecteur P7088BCAA ont étéadditionnésau milieu
de culture demyotubes matures aprés 5yos de différenciationet les protéines ont été extraites 2h
et24Z % & + o[ u]v]eS EsdRaoncentration de 5mhgst le résultat @ testspréliminaires
réaliss p o }E S}JE S [ % & ¢ + }vv Duajeiod} RWE ; %o bt pl.,«204L).
> ¢ (E 03 3¢ % E Juupv} o}3 }vd8 E A o pv pPu vs 3]}v o[ 3]A 3]
pour les deux types de traitements en comparaison aux cellules contréles non tr&t&®s001). En
revanche, apré4h de traitement, seulda combinaison des trois BC#A entrainé une hyper
phosphorylation de P70S6K par rapport a la condition contréle et a la condition leucinePs&0|6%)
(Figure46).
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Figure46 W d 3 [V *U %% 0 U VS 3]}V % E UG =UfD G BJAUS]JWE s % E}S v « udK
et P70S6K (B)> «p vs8](] S8]}v <8 CE o] % E o[ v oC- e ¢]PV @tAD)LES VU % E
myotubes C2C12 sous normoxie (21% @aht été supplémentés par un seul BCAA (leucine) ou un mélange de

BCAA (leucine, isoleucine et valine) & une concentration de 5 mM®&6jéur de différenciatiorn les protéines

ont été extraites 2h et 6h podtaitement. Les données sont exprimées en moyenne + SEM, dérivé p u}]ve

2 expériences indépendantes réales sur 6 échantillons. Les données significativement différentes par rapport

a la condition contrdle sont présentées Px 0,05, *** P< 0,001. Les tendances sont indiquées par la vaeur

spécifique. Le nombre de cultures indépendantes est de Nt3e2r@mbre de valeurs recueillies par condition

est de n = 6. (Ccontrdle; Leu : leucine ; L.1.V : combinaison leucine, isoleucine et valine).

] v 0 ] o u]Jvev ¢}] VvS % ¢ ¢ 0 u vSe CS}S}AE]J<hu « & }vvpueU
quele <p[ oo *}]15U % HUS %}S v8] oo u v vP v E CE pv (( § e SUE 3S]}v
W % ESUE &E o0[Z}u }eS ¢] oopo JE U %}puA vd Jve] VvSE ‘v E L
cellulaire. Comme le montre le test de viabdijtla supplérentation en BCAA (leucine seule, ou
mélange des BCAA une concentration de 5 mMje présente aucune cytotoxicité pour la cellule
C2C12 apres 24h et 48h de traitemerésultats non présentéspu vu de ces données, nous avons
opté %o } p&RriahEsement di milieu de culture des cellules musculaires C2C12°%&tidg jour de
différenciation par un mélange de BG&eucine, isoleucine et valine) a une concentration de 5mM.

Réoxygénation cellulaire

Dans des conditions standards de culture cellulaire,clules sont cultivées dans une
atmosphére composée de 5% LE 69 [ JE u ] vSU ¢}]S pv % }pE vsS P [}ACP
viEulA] «U MV % E ¢e]}vde [ME @RHygRickaNikon et al., 20060r, chez
o[Z}uu v VIEu}A] Unoxygenespiésente dans le muscle squelettique avoisiné030
mmHg, correspondant a une valeur de 5%(Qeldicque et al., 2003 Par conséquent, un niveau
[}AECP v 119 %% o0]<yu HUAE OOHO * V HOSUE Vv % psS !SE <«u o]
male }ve] & }uu o [ ZQ&oEdtA]., 2006 Cependant, pour des raisons
meéthodologiques et techniques, les conditions environnementales de cellules en culture ne peuvent
étre modifiées, quel que soit le type de cellules mises en culturgushétape constituant le protocole
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de culture cellulaire suivant des normes précises et devant étre respectées par la communauté

e ] v3](]J<p ]v8 Ev 8]}v o X ve V}SE 3Sp U o VvV]A p [}ECP vV <3 v
culture cellulaire est com] & luu § v o V]A viEu} L] . oopo ¢ T i
valeur de 21% fui a été utilisée dans notre traitement de réoxygénation cellulaire. En effet;™u 5

jour de différenciation cellulaire, les cellules C2C12 préalablement expdags$a chambre & hypoxie

durant 24h a 4% f©sont transférées dans un environnemenstandard» de culture au sein de

of]Jvu 8§ HE % E]V % oU pv 3§ uslE ujg AuE® de 120 niddlaKin de cette

période de réoxygénation cellulaires ilieu de différenciation des cellules a été changé, puis les

cellules sont replacées dans la chambre a hypoxie @ i@e<u[ o (]v HFgUESF} }o -~

Mesures etS U %o analyses

>[ voCe ulo po J]E § & ofJfindékpdriddedle Siindllation électrique
(60 min) et de réoxygénation (120 min), ou suite au traitement par les 8CAfechnique de western
0}§ § usS]o]- (1v <u v8](] & o § § %oZ}*e% Z}ECO S]}v Sl}p o
voie e synthése PI3Kkt-mTOR (AktmTOR 4E-BP1; P70S6KGSK3 t) et voies de dégradation des
protéines (FoxO1FoxO3a LC3 protéines ubiquitinées). Nous avons également mesuré la teneur en
protéines de chaque échantillggour chacune des conditions 2B4h et 48h postraitement. Enfin,
% E o ] 1 [puv u E<«p P * QQindvaldGiemsaDnaDs avons analy® [ S S
maturation et de différenciation des myotub&s2h (J5), 24h (J6) et 48h (J7) aprés application des
différentstraitements (Figure 43).

Analyses statistiques

>[ ve u des traitements ont été effectués au moins en triplicatas biologiques ou en
quadruplicags provenant de 2 ou 3 cultures indépendantésutes les données sont présentées en
moyenne £ SEM. Un test dermalité (Shapiret]ol § ¢S § & o0]* *uE o[ vkesm o0 e I
effets des conditions (c'estdire hypoxievs stimulation électriquevs supplémentation en BCAA's
réoxygénation et les durées (24ks 2h et 48hvs 24h) ont été testés par ANOVA deux voies
(conditions etemps). Si des effets principaux et/ou des interactions significatifs étaient observés avec
ANOVA, des tests pehbc multirangs deFisheront été appliqués pour examiner des différences
pour chaque paire spécifigueLes dierences ont été considérées comme statistiguement
significatives lorsqu€ Y TUIAX > ¢ ¢35 §]eS]cu « }vs § O MO * o0-] M o}P] ]

[1l. Résultats

[ll.1. Effets de la stimulation électrique, de la supplémentation en BEGAA dela
réoxygenation cellulaire sur la voie de signalisation ARTOR

(Jv [ Aou & o[]v(op v -AmEIKZAI]S Whki<o[ v }o]eu % E}S J«u
chacun des traitements testés dans cette étude, nous avons quantifié les formes phosphorylées et
totales des protéines Akt, GSKU ]ve+]mdOR et ses effecteurdlEBP1 § Woir0o<X >[ 3$]A 3§]}v
%o & %oZ}e%Z}ECO S]}vV . Ev] Ee VSE v E *% S3]A u v3 o[ uP
o[ ZEu % & o ¢« &E] }*}u e S0 J}P v e &E] }e}uo X

114



Résultatst Etude 2

Les aalyses par Western blot nous ont révélé que chacun des traitements appliqués sur les
UClsSu < T i1 % E « 10Z [ZC%}A] }vS VSE v pv $1A §]}v 0 %o CE
les cellules traitées par stimulation électriqie§ + 5,47 u.aR<0,001) supplémentation BCAA3,21
+ 3,6 u.a.P< 0,05 ou réoxygénation3,04 + 3,6 u.a?< 0,05 par rapport aux celluldsypoxigues(4%

O ; non traitées), a 2h pogtaitement (Figure47A). Bien que le ratio $\kt / Akt diminue, & moyen

terme, pour les traitements par stimulation électrigugbvs2h,P Y 1 Uoddparréoxygénation (24h

vs2h,PY iUifieU » poe o+ (( S* E *pos vs o[ o 3 Ejstinugtian @]9 }vS %
+2,16uaPyY iUiiie v }u%alEohdition 4% Qseul(Figured7A). Aprés 2hde traitement,

la protéine GSKit % E * vS§ uyhasiheéwyl&ion dans les cellules C2C12 sous hypoxie traitées

par stimulation électrique (1,35+ 0,38 uR.Y iUifie }u €& }AEACP v S]}vPY O0@). PanUfid pX >
la suite, ces mémes conditions ont mené, 24h gositement, a une réduction du ratio-@SKit |

GSKitU A v v % E} Z pn E 3]} ques (4860g) non tiAiEes) G ]re4 70).

Figure47: Impact des différentecontre-u e u@E « o[ SE}%Z] upe po JE }ve p3]A 0[ZC %
de synthése des protéines AkKhTOR.Le niveau d'activation de la voie de signalisation-AKOR a été

déterminé par Western blot sur des myotubes C2C12 sous hypoxie)4¥)@raiés par stimulation électrique

(ES), par supplémentation en acides aminés (BC&ANe concentration de 5 mM (AA) ou par réoxygénation

(2h,21% @+U o[ v 0Ces § v3 (( Sy -traitBment.id:Ratie p+°8 Akt / Akt total. B : Ratio 52441
mMTOR / mTOR totaC : Ratio P'GSKit | '~%t §}§ oX W ~]JPv U&E & % E *» vS S](s =+ % E}S ]
24h apres traitementles valeurs significativement différentes de la condition hypoxie £%dD traitée) sont

présentées par : P< 0,05; ** P< 0,001 les tendances sont indiquées par la valB@pécifique Les valeurs
significativement différentes pour les valeurs de temps (2¢bh) sont présentées par§P< 0.05; 8§P< 0.01;

§88P< 0.001 (n = 10 par condition).
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La% E}S ]Jv udKZU v Ao [I8U v u}vsE M uv Z vP u vs «]JPV](
aprés 2h de traitementSeulesles cellules musculaires traitées par stimulation électrique ou par
supplémentation BCAs*conduisent, apres 24h de traitement, a une dimis]}v o[ 3]A 3]}v
mMTOR, en comparaison a la condition contréle (0,54 + 0,22RuM.,iUIA 3§ 1U06 PIWES, uX XU
respectivement) (Figure 47B). Concernant les cibles en aval de mTOR, seul le traitement par
réoxygénation (21% Qpendant 2h) VSE v uv HPu v3 §]}v «]Pv](] §]A o[
protéines4EBP1 (1,27 £ 0,16 u.,Y iUiie § WOir"0< ~ABW IFUGIUAI p-XZAXSEhEmS
et par rapport a la condition hypoxi€igure48 A etBsX % v Vv3U VIA pu [ 3]A 3]}V %o
par la réoxygénation a diminué aprés 24h pour les protéineBRE (24hvs2h,P Y iUiie § WdiN0<
(24hvs2h,P Y 1Uilie %}pu@E E A vIE pv 3§ 3§ [ 3§]lendhjpoxieltiued8A u/&E 00
et B).

Figured8 W > & }A£CP v §]}v O0OHO ¢ T 0T e}pe ABIsphdEylation 8€E protéine$Z C %o E
responsables de la néosynthése protéiquiee niveau d'activation de 4P1 et de P70S6K a été déterminé par
Western blot dans des myotubes C2Gs hypoxie (4% AD(H) traités par stimulation électrique (ES), ou
supplémentation en acidgeaminés (BCAA) a une concentration de 5 mM (AA) ou par réoxygénation (2h, 21%
QU o[ v 0Ce § v (( 3p -tiatemént] AZ R 03 UEBPL 4EBP1 (n = 6). B : Ratio
pT8P70S6K / P70S6K total (n = et D : Signaux représentatifs des protéines d'intérét a 2h ou 24h aprés
traitement. Les valeurs significativement différentes de la condition hypoxie @&%dD traitée) sont préentées

par : ** P < 0,01, ** P < 0,001, les tendances sont indiquées par la valduspécifique.Les valeurs
significativement différentes pour les valeurs de temps (22h) sont présentées pa88P<0.01, §8%<0.001.

] v <p o ve u oaitementsdent entrainé une suractivation de la protéine Akt (2h post
traitement), les effets de chacune des contree u E o SE}%Z] 8§ 5 o vantv}SE Su
o[MnvV o[ USE X > su% %o wu WwSusdlv AMIE p [ ouesir %k}, g6k que
seule la stimulation électrique des cellules musculaires a permis de maipteniv]A p [ 3]A §]}v

[ 13 o A U id&@muations De maniére intéressantee ltraitement par réoxygénation des
cellules C2C12 a été la conditio@ vS VP v E 0 %ope (}ES Ju% S euE of ve u
constittant la voie PIBK Akt / udKzZX A o[ 38]A 8]}v + % E3§ l¢vetourlén § '~<

normoxietransitoire ¢ OOHUO ¢ UMe MO JCE ¢ T i1 e} ZC%o}A] yast o[pv]<p
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VEE v o] 38]A 3]}v -BPHe@PYSSPHEPUd « A}ve <p 0[ZC%}A] Ju% 3§ v P
0 A}] « E Ppo $E] - O[Z}u }*8 ] % E}S ]J<p W * ]V ;ces OOMO
JVv ¢ % E}IUA vE <u[]lo 3 % Hestfaiteribngselsue la siinjulation électrique des
UC}3p « & euEs3}ps o E }ECP v §]}v oopo JE U [ 8]A E }ypu
signalisation principale responsable de la protéosynthése dans le muscle squelettique. Il serait
intéressait de déterminer si ces contreesures agissent également sur les voies de signalisation
responsables du catabolisme musculaire, particulierement &sivg E+ [V *SE ¢ ZC% } E]<n X

[ll.2. Effets de la stimulation électriqgue, de la supplémentation en A6 ou de la
réoxygeénation cellulaire sur les facteurs de transcription Fox@Dkessystemes [ uS} % Z P
et ubiquitine-protéasome.

Les protéines faisant partie de la famille de classe O (FoxO) sont des facteurs de transcription
jouant un réle important dans I'homéostasie cellulaire. Exprimés dans le muscle squelettiqgue, FoxO1
et FoxO3 sont impliqués dans la dégradation des protéiaetagrégulation de plusieurs protéines des
A}l - o[ ust% zZ P] ~> iprotdaspmi (B3 Libiquitinkkgases). Les variations de la
%0Z}e%Z}YECO S]}Vv U O] A% E *°]}V e % E}S Jv « viue o0 ]JE& vS uCE
etpar }ve <u v3U % HA vS vipe E ve |Pv E eompaSures|jitii%eesdans nofe 3 E
SU  *UE o] SE}% Z] * OOMO * UM® MO JE « T iT ]v H]S %0 E 0[ZC %o}
> S§E& ]S u vs e UC}SH o T i1 e}pue ZC%}A] % E *SJupo S]}v o
condition ayant entrainé une augmentation de la phosphorylation de la protéine FoxO1 sur sa sérine
256,a2h1,27 £ 0,12 u.aR< 0,05 et 24h {,23 + 0,16 u.aR= 0,09 poststimulation, en comparaison
aux cellules hypogues (4% ©; non traitées) Figure 49A). Au contraire, la supplémentation en BGAA
% E}A}cp pv E pu 3]}v 0 (JEU %Z}*%Z}ECO 0, HAMRIU % E -
ua., P A TUIOeX > o oopo ¢ T i1 SE ]S * % E & }ACP v §]}v v[}vs
augmentation de la phosphorylation de FoxO1, que ce soit a 2h (1,19 + 0,13 u.a.) ou 24h (1,15 + 0,13
u.a.) posttraitement (Figure49A). Parallélement a son homologue Fdx@a phosphorylation de la
protéine FoxO3a sur sa sérine 294, augmente faiblement a la suite du traitement par réoxygénation a
2h (1,16 + 0,1 u.a.) et 24h (1,12 + 0,07 u.a.) aprés traitenféegure498). A 0 [} %o %o} e Jvv e
recueillies sur FoxOl, € ]S u vS % E <SJupo S]}v o SE]J«u v[ VvP v E VO
phosphorylation de FoxO3a. En revanche, lorsque le milieu de culture des cellules C2C12 sous hypoxie
a été supplémenté en BCApendant une durée de 24h, cela a entrainé une hppoghorylation de
la protéine FoxO3a (0,62 + 0,11 uRx 0,05) Figure49B).
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Figure4A9 W pPu vs S]}v 0 %Z}*%Z}ECO S]}v &}AEK . OOMO ¢ T 0T e}pe
traitement par stimulation électrique.Le niveau de phosphortlan de FoxO1 et FoxO3a a été déterminé par
Western blot dans des myotubes C2C12 sous hypoxie @%Hptraités par stimulation électrique (ES), ou
supplémentation en acideaminé (BCAA) a une concentration de 5 mM (AA) ou pabxygénation (2h, 21%

QeU o[ v OoCe 3 vsS (( Sy -traidment.iA ZQbantfication de FoxO1 phosphorylé (Ser256) (n =

6). B : Quantification de FoxO3a phosphorylé (Ser294) (n = 10). C et D : Signaux représentatifs des protéines
d'intérét a2h ou 24h apres traitement.es valeurs significativement différentes de la condition hypoxie #% O

non traitée) sont présentées par P<0,05; les tendances sont indiquées par la valBgpécifique.

y

Ao +ujs O[ % %00] S]}v]Seu M§+@ vSeeS® = V}ISE Su U o[ v oCe

>i7 /1 /U ]Jv J<p v8 o PE u Su&E s]tv O[] US}%Z P}elu U v}ipue

E

O[ US8}% Z P] % }uE o ¢ oo0po ¢ SE ]85 -« %tindglation GIEF GJuaRS]}vU 12 %

0,05), puis une réduction 24h apres la fin de la stimulation électri@.iéd(+ 0,05 u.a, 24¥s2h, P<

0,001 (Figure50A). Tout comme les cellules stimulées électriguement, la supplémentation ensBCAA

des cellules C2C12 a entrainé une augmentatiom fle /£ %0 (E <]} V1,32 2014 [1.aR< 0,052h

posttraitement, puis une diminution du ratio LC3 Il / | suite & 24h de traitement par lesHC88 +

0,14 u.a, 24lvs2h,P< 0,0) (Figure50A). ] v <g Vv}pe Clve } o EA puv  Ju]lvusd]}v
o[ uS}% Z P] etvZlEposidimulation électrique et posincorporation des BCAAaprés

24h, les ratios LC3 Il / | dbacune des contrenesures testégétait similaire au ratio des celkgen

hypoxie (4% ©, nontraitées) Eigure 50A). Nos données indiquent que ces deux conditions

(stimulation électrique ou supplémentation en BGAANt entrainé des effets paralléles sur les

eCeS u-° [ uSt%Z P] -protéapomps wn effet, noumsvons constaté une diminution des

deux systemes de dégradation entre les mesures réalisées 2h et 24h aprés traitement, pour les cellules

supplémentées par BCAAL,05 + 0,38 u.ars0,83 + 0,12 u.a., a 2h et 24h respectivement, 24hh

P Y 1V oa stimiées électriquement(,05 + 0,22 u.avs0,87 + 0,13 u.a., & 2h et 24h respectivement,

24hvs2hP= 0,08 (Figue50B). En opposition augonditions stimulation électrique et supplémentation

en BCAS le traitement par réoxygénation des cellules C2G12us ZC % }AE] V]| VSE v

changement des deux systéemes de dégradation pgomesurés, que ce soit par rapport aux cellules

hypoxgues, ou a travers le temps pour cette méme condition (242h) Figure50).
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Figure50: Réduction des systeme [ uS}%Z P] § [proféaspéiesa travers le temps (2h et 24h)
pour les cellules C2C12 traitées par stimulation électrique et supplémenté en BAfAniveau d'expression

e eCeS U< [ US}%Z P] -pfotgasionpe &]até déterminé par Wesh blot dans des myotubes
C2C12 sous hypoxie (4%) @H) traités par stimulation électrique (ES), ou supplémentation en geithnés
(BCAA) a une concentration de 5 mM (AA) ou par réoxygénation (2h, 24%J00[ v oC S v§ (( Sp 1Z
24h posttraitement. A : Ratio des protéines LC3 Il / LC3l. B : Quantification des protéines conjuguées a
l'ubiquitine. C : Signaux représentatifs des protéines LC3 | et LC3II. D : Signaux représentatifs des gels et protéines
ubiquitinées. Les valeurs significativemenmtifférentes de la condition hypoxie (4%;Onon traitée) sont
présentées par * P< 0,05.Les valeurs significativement différentes pour les valeurs de tempsvi2th) sont
présentées par §P< 0.05, 88 < 0.01, 88%< 0.001. Les tendances sont indiquées par la vétapécifique (n
= 10 par condition).

Nos données ont montré que seules les cellules C2C12 sous hypoxie ayant subi un traitement par

stimulation électrique ont observé une hygrosphorylation de FoxOle rendant par conséquent

inactif par saséquestration dans le cytosol. De plus, les contractions répéésesyotubes, initis

par le programme de stimulation électriqgquent vSE& Jv pv  pPu vS S]}v O[ A% @E e*<]}\

peu de temps apres lanfide la stimulationCependantnous avon®bsené que les traitements par

stimulation électriqueu parsupplémentation en BCAAvS VvSE& v S}tue uALE pv Jee [ S§]
e oCeS U o [ US}%Z P] -prétgasoreldtiavers le temdhvs24h). Contrairement aux

protéines de la voie de syntheseAkHKZU o SE& ]S u vS % & & }A£CP v §]}v v[ [ <

les facteurs de transcription et voies de dégradation des protdemsellules C2C12 sous hypdien

<u of[}v 138 }wedarfabilité importante de réponse pour chacun des traitements, une analyse

morphologique approfondie des myotubes permettrait de mettre en relation, voire confirmer, les

données recueillies au niveau intracellulaire.
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[11.3. Effets de la stimulation léctrique, de la supplémentation en BCAAu de la
réoxygénation cellulaire sur la morphologie et la teneur en protéines des myotubes.

AvVvs [ A%} E o+ (( 8- Aneguves suf leg dif€Eents paramétrgsi
composaét V}SCE Vv 0Ce U}E%Z}0o}P]<pu U vipue o0o}ve S}us [ }E Vv oCe C
notre étude, c'esx | E EC%S & o[]Ju% § 0 4€ Wiffsehciasiendet de P
u SHE S]}v ¢« UC}SH X >[ v OoCe UIE%Z}O}P]<u e UCISH ¢ T 0T o}

Julvus]tv O ME JuSE U [ uS VS %oOopes JuR}ES vS étaitde S u%oe |
longue durée, avec une différence miicative entre chaque jour de différenciation pestubation :
J5 (8 + 0,28 uy J6 15,24 + 0,38 um, M J5,P Y0,001) et J710,94 + 0,36 um, MsJ6,P Y0,001)
(Figure51B« X > vel]s e UC}SH - P o uvsS (}&S u vsxiescofineles u E %o
U}v3E o Ju]vpd]lv E *3]<p  un Vviu E uClsp « A o uE [ /E %
5(3529,9+1,8 6 (J622,6 +1,6J6vsI5P YO,01)et7 (J722,51 + 1,16 J7vsJ6,P YO,01) jours de
différenciation Figure51De« X > P&E u SHE SJ}v e« uClspy ¢« S Eul]v % E o
montré également une diminution entre les jours J5 (4483 %t J6 (27,1 2 %, J&sJ5,P Y0,00])
de différenciation Figure 51C). Ces données, additionnées aux résultats nbte lors de notre
premiére étude, confirmet <p  o[]v U S]}v [UV ZC%}A] %ZCe]}o}Pleu Vv}IEu}
08§ E € u 8]<puvd o U}E%Z}o}P] s uCl}3u e« 1T iU A « ¢]Pv o
*JujJo & - <u o[}V % u3 } cladbAiv@Boumisaune bhypeoxie aigue ou chronique
(de Theije et al., 2014Sato et al., 1997

V. E AV ZU 0] %% 0]-US}IME ¢ IV EE}%Z] 8 00 » <p 0 <+3Jupo §]}v
E }ECP v 3]}v % Eule $}us [ }@ursdeudigmétre/j€inyotubAs trés proches
entre les jours J518,74 + 0,51 umet 18,17 = 0,43 um, stimulation électrique et réoxygénation,
respectivementlet J6 18,1 + 0,39 unet 17,56 + 0,63 um, stimulation électrique et réoxygénation,
respectivemeny de différenciation. De plus, le diamétre des myotubes soumis a ces deux traitements
est supérieur aux cellules hypoxigu@% Q), que ce soit a 24HP(Y0,01) ou 48h R Y0,001) post
traitement (Figure 51B). En comparaison aux deux conditions précédemnmuitites, les cellules
traitées par supplémentation en BCApArésentent un diametre plus élevé comparativement aux
cellules hypoxjues uniguement 48h posadministration (2,34 £ 0,75 umP Y0,05) Figure51B).
En terme de densité des myotubes, ncasons constaté que la conditions hypoxie (4% @on
traitées) et la condition supplémentation en BGA#t présenté une diminution similaire du nombre
de myotubes au cours du temps, que ce soit a 24kgJ6,P YO,01)ou a48h (JAsJ6,P YO,01) pos-
traitement (Figure51D). Seuls les traitements par stimulation électrique ou par réoxygénation ont
permis aux cellules C2C12 sous hypoxie de limiter une perte de myotubes au cours du teraps (J6
et J7vsJ6,P = n.s), avec un nombre de myotubes paage supérieur & la condition hypoxie ssul
48h poststimulation pour le traitement par stimulation électriqu@ (Y0,05), ou a 24h et 48h post
induction pour le traitement par réoxygénatioR (Y0,01) Figure51D).
Il est intéressant de noter que seulles cellules ayant été traitées par réoxygénation ont permis de
maintenir un index de fusion myogénique sensiblement proche entre les temp$2Zh £ 4,55%t
24h 44,76 £ 4,62%)Fgure51CeU 8 v ] <u o[ ve U O e MUSE « }v ]8]}ve }vs ]
réduction du pourcentage de fusion entre ces deux temps (2h et 24htosments) P Y0,01). La
stimulation électrique et la réoxygénation sont les deux conditions permettant de maintenir un index
de fusion significativement supérieur par rapport &dadition hypoxie (4% Q non traité) P Y0,01),
24h post %o %0] S]}vU S v ]e <p o €& }AECP v §]}v 5 o[uv]«<py SE ]85 u
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pourcentage de fusion des myotubes plus éle®gé,§6 + 1,7%P Y0,05 que celui des cellulesn

hypoxie sewd (26,54 *+ 3,1%), 48h poestduction Figure51C). Concernant le nombre de noyaux par

uC}sp U o }vv « }bv] v A 00 * U *UE * %}UE O[]V A (ne]}
avec un nombre de noyaux dares Imyotubes plus importants pour les traitements par stimulation
électrique ou par réoxygénation des cellules C2C12, 24htmostment (Figure51E).

Figure51 W >]u]s S]}v o[ SE}% Z] s UCISH < T 07T e}pue ZC% }A] ulatonep]s * 8C
électrique et réoxygénation cellulaireA : Images représentatives des myotubes C2C12 sous hypoxie)(d# O

ou traités par stimulation électrique (ES), supplémentés en acides aminésqBQOA% concentration de 5 mM

ou traités par réoxygénatio (2h, 2% Q) (&) 48h apres traitement. Les images ont &équisesa un
agrandissement x20. Barre d'échelle = 100 um. B : Mesure du diamétre des myotubes a 2h, 24h et-48h post
traitement, exprimé en umcC : Analyse de l'indice de fusion des myotubes en culture, exprimé en pourcentage.
D : Analyse du nombre de myotubes par image. E : Analyse du nombre de noyaux par myatjdesdd
différenciation des myotubed.es valeurs significativement diffétes de la condition hypoxie (4% Onon

traitée) sont présentées par* P< 0,05, **P< 0,01, *** P< 0,001 les tendances sont indiquées par la valBur
spécifique Les valeurs significativement différentes pour les valeurs de tempsvE2lh) sont pésentées par
§P<0.05, 882<0.01, 888< 0.001. 48lvs T6Z WDe iUifiRUD+$Uii WP <0001 (n =6 par condition).

121



Résultatst Etude 2

La mesure de la teneur en protéines totales de chaque condition de notre étude nous permet

de soutenir et renforcer les donne } S v ¢ % E o[ v 0Ce U}E%Z}o}P]<«u .
Parallelement & la mesure du diametre et de la densité des myotubes, nous avons observé une
guantité de protéines sensiblement similaire tout au long des différents temps de mesures réalisés
dans notreétude, pour chaque traitement respectif, stimulation électrique (0,36 + 0@29 + 0,01
et 0,28 £ 0,06 mga 2h, 24h et 48h positimulation, respectivement) ou réoxygénation (0,35 * ,02
0,27 + 0,01 et 0,27 + 0,09 m@ 2h, 24h et 48h poshduction, respectivement)Rigure52). Au
contraire, la supplémentation en BCAR[ %ol U %! Z E O[Ju%}ES v8 % ES pn }vsS v
(0,36 + 0,01 mg) et 24h (0,14 £ 0,01 mg, &2h,P Y iU i1 -&ningstration Figure52). De plus,

o[]veS Gupplémentation par BCAAles cellules C2C12 sous hypoxie traitées par stimulation
électrique ou par une période de réoxygénation, ont montré des niveaux de protéines supérieurs a
celui des cellules hypayies, a24hRBY iUife 8 Y aX i+ -applieation Figure52).

Figure52: La teneur totale en protéines est plus élevée pour les myotubes C2C12 sous hypoxie traités par
eSJupo S]}v o SE]J<U U % E E }AECP v S]}v Ladenelr tétalg endfpréiimesd® ]S u vsSX
déterminée dans les myotubes C2C12 sous hypoxie non traités (H) ou traités par stimulation électrique (ES),
acides aminésBAAs) ou réoxygénation (£§) 2h, 24h et 48h podtraitements. Les valeurs significativement
différentes de la condition hypoxid% Q; non traitée) sont présentées par P< 0,05, **P< 0,01.Les valeurs
significativement différentes pour les valeurs de temps (24Bh) sont présentées par8§88P < 0,001 (n = 10

par condition).

> ¢ Jvv e o[ voCe U})E%Z}0}P]<p Vvipe }Jv3§ E A 0o <g 0 SE ]S uv
et parréoxygénationdes cellules C2C12 sous hypoxie (40 entrainé une limitation des effets

négatifs sur la morphologie des myotubrésultant dela réduction dwiveau [} AECP v )~ 86s K

deux contremesures ont permis de conserver un état de maturation (diamétre et densité des
uC}spu < § 1(( & v ]S8]}v ~]v A& (o]} v-e-direSehtrélle€Edifférents u%oe U |
moments de mege de notre étude4h et 48h postraitement). Quesque soént les criteres mesurés

lors de notre analyse morphologique, le traitement des cellules C2C12 sous hypoxie par
supplémentationen BCAA v [ pu maintenir des valeurs de maturation et de difféiation des

myotubes similaireaux conditions stimulation électrique et supplémentation en BCBA plus, la

mesure de la teneur en protéimeellulairesnous a révélé une importante diminution de la quantité de

protéines des cellules musculaires sous dwip nontraitées ou supplémentées en BCaADe méme
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gue les données morphologiques, la stimulation électriqleerébxygénatiorcellulairesont permis de
maintenir une quantité de protéisdres proche entre la premiere (2h) et la derniére (48h) masure
réaligeslors de notre étude.

/IsX }v ope]}v o[ Spu /1

§§ Sy euE&E o[ v oCe S o0 }u% EHEPY of SEIEZ] S 00 ¢ <yug 0 8§
mécanique, la supplémentdd v vuSE]S]}vv oo }u o[} A& Gdusa pgeiins deaémantie® U
CU[HV % E]} & }ACP v §]}v e UGS o T 07 e}pue ZC%o}AE] v ]
E 35]A 3]}v o[uv e A}] * % E]V [% 0 0 -MHOE }FZE « GVET % E o
phosphorylation des protéines clés telles que Akt,-GEKl 5§ S} usS % ES] {BP] eEP10S6K. 6
> o]ul]s §]}v o] SE}% Z] e uCl}sp « &E Ao % E o0+ ]J(( & vs
U}E%Z}0o}Pl<p U }uu o ] uSE ]V ACIS(uP}vSug}P v]<p U }vd E A o
période de réoxygénation a pour effet de conserver un taux de maturité et un degré de différenciation
des myotubes bien adessus des cellules hypoxigues non traitées. De plus, la conservation de la
teneuren p&}S Jv o igecu[ 06Z % E  SE ]S u vSU vipge % EuU S }V(]Eu
O[}ZE£CP v}S$8Z E %] <*p& . OOHMO ¢ UMe® MO JE ¢ o< 0 SSJ<hu o SE}I%
ZC%}AE]<p X v E Av Z U vipe v[ A}ve } o« EA [uv pPE]1%u F3<]RVIH]
réoxygénation sur les différentes voies cataboliques considérées dans notre étude (autophagie et
ubiquitine-protéasome)A o[JVA &+ U 0o +3Jupo 3]}v o SE]«pu § o[uv]«p SCE
fois les protéines régulatrices desies de dégradation (FoxO1, LC3 et les protéines ubiquitinées) et la
voie de synthése des protéines ARTOR (Akt et GS¥Kt). Tout comme le traitement par
réoxygénation, la stimulation électrique des myotubes C2C12 sous hypoxie a permis de maintenir un
niveau de maturité morphologique et une teneur en protéines des myotubes bien plus élevés que les
myotubes nortraités.A 0 [} %o %o} U 0 *u%0 %0 0 U satd [givaitemeERt ayant eu le moins

[ (( S *]PV](] S](* %o Eenesuresiasiégd dansweE étude, bien que les BGANt
% Eu]e pv §]A 3]}v 0 %E}S Jv ISU pv E W S]lv o eCeS u « |
protéasome a travers le temps, entre 2h et 24h pwattement. Ces changements au niveau
]JvS@E oo poeb@ue tré3 péu de répercussion sur la morphologie et la teneur en pratdese
myotubes supplémentés en BCAAvec des valeurs trés proches de celles des cellules C2C12 sous
hypoxie et non traitées.

Cette seconde étude a permis de metngvidencele & S &]*S]J<p ¢ v }o]e vS ¢ [uv SCE
tel que la réoxygénation de cellalmusculairas squelettiqgues e} e ZC% }AE£] X KuSEfed[Ju% 3
significatif de la réoxygénation sur la voie de synthese des protéinéstAlDR (4BP1 et P70S6K),

0 ¢ }vv e o[ v oCe u}E&E % Z} o sBdmplablsesvairGligariewsau traitement par

stimulation électriqueu}vSE& ] v aflesle®Epird nouveau que la communauté scientifique

et le corps médicaladraient %0} ES E *uE 0 *HU% %0 u VS S]}v v }ECP v ve O] O
traitements et programme thérapeutigues ve 0 % E]e* v Z EP o] SE}% Z]
consécutivel 0[ZC %} £] upe pce $iEaEs patiedsAtteints de pathologies respiratoiets

*lU((E vS [ZGéuereR eugdhronique
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Etude Il : Effets additionnels de la stimulation mécanique, de la
*U% %0 u vsS S]}v v ] e u]Jv e § [uv % @EMsde[}AE£CP
o] SE} % Z] e UC}SH ¢ ]Jv H]S %o E 0[ZCH}A] X

I. Contexte et objectif

Les programmes de réhabilitation de personnes souffrant de BPCO, focalisés sur la perte de
masse muscul] E e % 8] vSeU *}vS %}uE& o PE v uilE]s VEE ¢ U
stratégie thérapeutique, notammen®W' o[ 3]A]3 % ZCs]<p Ve 0 ¢ % E}PE uu - &
o[ ((}& Supplémentation nutritionnelle en glucides et protéines pows $eljets souffrant de

VUSE]S]}Iv }u (}vS8 upe po J]E Ju%}ES vS V }u Oo[}AECP v}sZ &
[ZC%}A u] « A & X >[ps]o]e §]}v * SCE ]S u vSe uv]  Je}o V]
les parametres physiologiques perturbéo}Ees [UV *SE ¢ ZC % }AEJ<Hh S *CU%S€U * }
Us }o]<p * %EIA}ch o % E 0 S5 ]vd e E *%]E $}]E X Vv %o

% ZCe*]}0}PJ<u » (JES uvS % v V3 o v SuE o[]vd EA vi]}vU
observé undlisparité marquée dans les améliorations et adaptations aux traitements en fonction du
*3 « A E]S 0 % 3Z}0o}P] u Je pee] m VIA p [ SE}%Z] upe
particulier, certains sujets arrivés a un stade sévere de la patholegeci& a des symptomes de

Z £] v u}vSE vS d puv E %}tve ( * SE ]S uv8eX ve 0 0]SS @
<u[uv viu & SE& ° o]u]s E Z E Z <+ (]*vS uvs]}v [pv }u v ]e}v
ayant pour but de contrecE E E o[ $E}%Z] upe po JE }ve u3JA e« % $Z}o0}
co-SE ]S u v8e (E *p0S VS o0 }u v ]elv [uV % E&}PE uu E VvSE ]Jv

une supplémentation riche en protéines (programme emprunté au domaine de la pefme

sportive) apportent certes des améliorations significatives du nombre et du volume des fibres
musculaires, mais uniqguement chez les sujets souffrant de BPCO de type non hypoxémique. Ainsi, il

v[ A]-S i}JUE P pv E o0 S @Epdrtdnf ung Zep@hs¥eefficatepour limiter

MW E A Ee & o[ SE}%Z] upe po JE } « EA Z1 0 % 3] vie ¢}u((E \©

> ¢ (E euos 3¢ } ¢« EA s ve V}SE -+ }v U U}VSE VS <p[pV %o (
de cellules musculaire *<pu 0 §SJ<h o SE}%Z] * % & 0[ZC % }AE] vVEE 'v o (
A}] *]Pv o] S]}v ui pC&E 0[ZC % &S &} %celp nays-lajsse fdenser|S | udk
<4 O[}ECP Vv}3Z E %] %IHEE ]88 !SE PV %]*68 ouEF pue 03 STA}%0 P]
Upe po JE % Ee}vv ¢ o}U((E v8 [ZC%}/E u] ZE}v]c<p 3§+« A E X E
ju Jv Je}v %oOle] HWEe* SE ]S u v8e }VSE o SE}%Z] upe po JE U 8
la supplémentation nutritionnedl riche en protéines et notamment la réoxygénation musculaire,
e E]vsS wulu IWVEE EE& E ((] uvs of] SE}%Z] upe po JE }ve
c AE &8 %E}o}vP X >[ s} ] 38]}v Z uv e+ 3E ]3 u vEpoksesEu SSE ]
v }oJ<p e p SEJuvd e+ A}l e § }olcpe £ E <+ 0}E- %oZ » [Z

o[ SE}%Z] upe po J& X W E }ve <p vsSU of} i 8]¢( §§ SE}]°]
Ju% E E o0 ¢ (( S ulo HO |JE % &ERS EvVv e[ woCe 0[Z}u }*S ¢] % E}S
UYE% Z}0}P]<n ¢ ~% E o[ v 0C- o[]lv £ (He]}vU pu J u SE s

cellules musculaires squelettiques C2C12 mises en culture sous hypoxie, soumises a plusieurs
combinaisons de #&itements associant la stimulation électrique, la supplémentation en acide aminés
et/ou une période de réoxygénation.
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IIX WE}$} }o o[ &p

Au £™ jour de différenciation cellulaire, les myotubes initialement en culture dans un milieu
dit de normoxie (21% 0 }vS § S& ve( E ¢« o0[]vS E] HUE [V, ety ont €& ZC %o} £
U Jvs viue ipde<u] o (]Jv U % E)jduyeb8). Apré8 uioZ~ [ZC %o} AaHird auf 3
cinquieme jour de différenciation, nous avons appliqué aux cellules C2C12 sous hypoxie différentes
combinaisons de traitements(i) non traitées (hypoxie 4%)Q (ii) stimulation électriquéSE) ; (iii)
stimulation électique + supplémentation en BCAEE + BCAASs) ; (iv) stimulation électrique +
réoxygeénation (SE +)Q et enfin (v) stimulation électrique + BCAAs + réoxygénation (SE + BCGMAs + O
La stimulation électrique des cellules musculaires C1C12 a été appliqu@e p[]vSs CGu ] J& [pv
électro-stimulateur, avec un programme de stimulation identique a celui utilisé dans notre seconde
étude, soit une intensité de stimulation de 30 V, une fréguence de 1 Hz, une durée de contraction de
3ms, sur une durée totale de 80inutes. A v} E «<pu[ A v3 & % E o Z <p *3]Jupo $]}v
milieu de culture est changé. Pour les conditions (SE + BCAAS) et (SE + B AAsiti€d de culture
a été enrichi par un mélange de BCAAs (leucine, isoleucine et valine) a unataiae de 5mM,
immédiatement aprés la fin du programme de stimulation électrique. Pour les conditions ($Et+ O
(SE + BCAASs %) @es cellules C2C12 préalablement exposées dans la chambre a hypoxie durant 24h a
4% Q sont rapidement transférées dangv vVA]JE}vv u v3 ]38 ViIEu}A] e Jv o[
%o E]V ]% oU uv § /& b} fEiQURe \durée dd 92K mir la fin de cette période de
réoxygénation cellulaire, les cellules sont replacées dans la chambre a hypoxiques(4%a & p[in o (
du protocole Figure53).

Mesures etS u %o analyses

>[ voCe u}o po JE § & o] 12 8§ 10Z % @& « o (]v 0
o0 SE]J<u ~01i u]ve § o & }AECP v §]}v ~ili u]JveX >0¢[5A5%0 E&%eZ] V%o Z ]
des protéines de la voie de synthése P12kt / mTOR (AktmTOR 4EBP1;, P70S6KGSK3 t) et des
voies de dégradation des protéines (Fox@bx03a LC3 protéines ubiquitinées) ont été quantifiés
par la technique du Western blot. Noagons également%. E o ] ]J¢ [uv u E<p P s uC}sp
May-GriinwaldGiemsaanalyséo|[ S $ u SuE s]tv 8 1(( & v §Z|6), 24huC}Spu -
(J6) et 48h (J7) apres application des différgragements (Figure5s3).

Analyses statistique

>[ ve u des traitements ont été effectués au moins en triplicatas biologiques ou en
qguadruplicabs provenant de 2 ou 3 cultures indépendant&sutes les données sont présentées en
moyenne + SEM. Un test de normalité (Shajifdk test) a été réalis *uE o[ ve u o dlegvv X
effets desdifférentesconditions { ii, iii, iv et vlet les durées (24kis2h et 48hvs24h) ont été testés
par ANOVA a deux voies (conditionstemps). Si des effets principaux et/ou des interactions
significatifs éta&nt observés ave@NOVA, des tests pebbc multirangs de-isheront été appliqués
pour examiner des différencgsour chaque paire spécifiqud_es différences ont été considérées
comme statistiguement significatives lorsqgeY TUIAX > o 8 §]e8]<cu » }vs § 0O MO
logiciel Statistica 8.0.
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Figure53: Représentation schématique des différentesmditions et combinaisonsde traitement appliquées
aux cellules C2C12 sous hypoxie.jour de différenciation des myotubes, W § pA& [}ZA£CP v uljv]esS&
cellules musculaires C2C12 différenciées en myotubes.

[1l. Résultats

[TITXiX (( S o[ eclorjr&]yvep® o o SE}%Z] upe po JE ~-S
0 SEJ<H U sp% %0 u vs S]}v v e S & }AECP v S]}ve }ve
la voie de signalisation AKIMTOR.

La quantification de la protéine Akt, 2h pdstitement, a révélé que la majdé des conditions

ont conduit a une hypefoZ}*% Z}ECo0 S]}v [ IS Vv }u% E Je}v uAE OOMUO * ]
traitées, notamment SEB(83 + 1,92 u.aR< 0,00}, SE + BCAAS]9 + 1,46 u.aR<0,0) et SE + D
(3,76 £ 1,68 u.aR< 0,05. Enrevanche, la combinaison des trois coninesures (SE + BCAAs;» Or [
entrainé aucune variation du ratio-Akt / Akt. Parmi les traitements ayant entrainé une activation

[ ISU » poe o+ (( S« CE *poS vS n SE ]S u vS % Qeont petsiste Z243v o SE
poststimulation ,94 + 0,68 u.aR < 0,05 par rapport a la condition hypoxie (4% ;on traitée)
(Figure 54A). Contrairement a ce qui a été observé pour la protéine Akt, la condition associant
o[ ve u o e -Mesiues (SE + BBs + Qe § of[pv]<p SE& ]S uvs VvSE v
augmentation de la phosphorylation de mTAR52 + 0,18 u.3. et ce en comparaison aux cellules
sous hypoxie non traitée® & 0,00) et cellules traitées par stimulation électriqgue se(®< 0,0). Il a
été observe, 24h apres traitement, une importante diminutiondu ratiodKZ | udKZz o[ ve u o
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des conditions testées, par rapport aux données analysées 2knadtsiment (24h vs 2hR< 0,05. De

plus, on peut noter une réduction du niveau de phosptttion de mTOR pour les conditions B89

+ 0,1 u.a.P<0,05, ES + BCAAxG + 0,07 u.aR< 0,0) et ES + BCAAs #((®56 + 0,08 u.aR< 0,0)

par rapport a la condition hypoxid-igure54B«X }v @&v v3 o[ § § §]A §]}v-3t, 0 % E}S
o[puv « Joe+ v Ao ISU » o *« 0 « o00pQ(R271£i0,15®aPE0,05% E ~ =
ont provoqué, 2h postraitement, une hypeiphosphorylation de GSKt }ju% E 3]Aaux v$§

cellules C2C12 sous hypoxie et non traitées. Toujourpddttraitement, la comparaison des
traitements combinés avec la condition stimulation électrique seule a révélé une diminution du ratio
p-GSK3t/ GSK3 1t pour les traitements associant la stimulation électrique a une supplémentation en

BCAAs (SE + BCASE + BCAAs ) @< 0,05. Audela de 24h de traitement, seul le traitement par
stimulation électrique (SE) a entrainé une suractivation de-8SK,27 + 0,08 u.aPR < 0,05 par

rapport a la condition hypoxie (4% (nontraitée) (Figure540).

Figure54: Impact des différentes combinaisons de coning s L E * o[ SE}%Z] upe po & Jve

0[ZC%}/AE] *uE o A}]-mTORdasgdes cellsles C2C12 sous hypheeiveau d'activation de la
voie de signalisation AkKhTOR a été déteminé par Western blot sur des myotubes C2C12 sous hypoxie{4% O
non traitées (H) traitées par stimulation électriquéSE) ; stimulation électrique + supplémentation en BSISE

+ AA) ; stimulation électrique + réoxygénation (SE)+ & enfin stimution électrique + BCAA réoxygénation
(SE+AA+PDo[ v oCe § vs (( Sp HHaitemdrd 2 dRBtioPhosphde473Akt / Akt total. B :
RatioPhosphd®?*4 mTOR / mTOR total. C : Rafibosph§®®GSKit/ GSKit §}§ oX W APV Pp&E E % E -
des protéines d'intérét 2h ou 24h aprés traitemehes valeurs significativement différentes de la condition
hypoxie(4% Q; non traitée) sont présentées par :P< 0,05, ** P< 0,01; *** P< 0,001 les tencances sont
indiquées par la valeur P spécifiques dférences par rapport da condition stimulation électrique (SE) sont
présentées par: *P< 0,05; «*P< 0,01 .Les valeurs significativement différentes pour les valeurs de temps (24h
vs2h) sont présentées par§P< 0.05, 88%< 0.001 (n = 10 par condition).

127



Résultatst Etude 3

%o & ¢ 10Z SE ]5 u vSU o v BEBPL a montré%ne hspeathosphorylation
descelluls 1 i1 e}pe ZC%}AE] SE ]S * % E& o[ ve u o e }v ]S]}ve }u ]
contremesures : SE + BCAAs (1,61 = 0,13 u.a.), 88,92+ 0,07 u.a.), SE + BCAAs @83 £ 0,1
u.a.). Cette augmentation du niveau de phosphorylation a été osarla fois sur les cellules sous
hypoxie (4% €) non traitées P < 0,001) et sur les cellules traitées par stimulation électrique seule
(0,99 = 0,16 u.aR < 0,001), et également aux valeurs analysées 2h-fpagement (24h vs 2hP <
0,01) Figure 55). La protéine P70S6K, second effecteur de mTOR mesuré dans notre analyse
moléculaire de la voie AkidKZU v[ } « EGA ppuv A E] §]}v *]Pv](] 3]A
%oZ}e%Z}YECO S]}V %}uE& O[ Ve U O e }v ]8]}ve § ¢§ eeUmeSures<d 0 <p
utilisés dans notre protocole (2h et 24h). Nous pouvons toutefois noter que les cellules C2C12 ayant
été traitées par la condition combinant stimulation électrique et réoxygénation ont observé une
élévation du ratio gP70S6K / P70S6K aprés 24hcemparaison aux cellules traitées par la méme
condition 2h postraitement (24h vs 2hP < 0,05) Figure55).

Figure 55: Effets des différentes combinaisons de conine s uE -« o[ SE}%Z] wupe po 1E Jve p
0[ZC%}/AE] pE o -mTAR @HBPEet P70S6K)e niveau d'activation de 48P1 et de P70S6K a été

déterminé par Western blot sur des myotubes C2C12 sous hypoxie %o/ traitées (H) traitées par

stimulation électriqug/SE) ; stimulation électrique + supplémentation edBSE + AA) ; stimulation électrique

+ réoxygénation (SE +)Q et enfin stimulation électrique + BC#\A réoxygénation (SE + AA 3).@ : Ratio
Phosph&®®*4EBP1 / 4EBP1 total (n = 6). B : Ratio Phospi§°P70S6K / P70S6K total (n = et D : Signaux
représentatifs des protéines d'intérét & 2h ou 24h aprés traitemeas valeurs significativement différentes de

la condition hypoxi€4% Q@Q; non tratée) sont présentées par*** P < 0,001 Les dfférences par rapport ala

condition stimulation électrique (SE) sont présentés:pafe P< 0,001 Les valeurs significativement différentes

pour les valeurs de temps (24i82h) sont présentées par§P< 0.05, 88 < 0.01, §§%< 0.001.

§S % E& u] & %oZ - [ voCe utlo po JE vVv}ipge ]V J<p <gu o0 ¢ SE ]S
contreu *pH@E ¢ » u 0 V3 A}]E %0pe [Ju%o 5 *pHE 0 ¢ %E}S Jv + 0 o
0}E- o[ & laoptotéine EBP1pour laquelleo[ ve u o e S ]S u v8e }lu ]Jv ¢ }vs v
une augmentation significative de la phosphorylafien comparaison aux cellules C2C12 traitées par
la stimulation électriqueseuleX %ooUeU Of ¢} ] S]}emesurgskeh]un spulsti&tements
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(SE + BCAAs - Q) § o[pv]ep  }v ]8]}v VEE ‘v E pv uE 3]A 3]}v
comparativement aux cellules musculaires sous hypoxie non traitées ou traitées par stimulation
électrigue seule, méme si la caimmh stimulation électrique a entrainé la plus forte activation de Akt

A o ul]vd]lv [pv V]IA %o[Z 3 %o @ JAE Q 6-Z&ifpaldticn X >[ e} ] §]}v
plusieurs contranesures sur des cellules musculaires squelettiques sous hypoxie dembhvoir un
impact plus important sur les protéines se positionnant en aval de Akt dans la voie de protéosynthése
Akt / mTOR.

[TITXTX  (( S O[ ¢} ] $JYyvep@E& ¢}vSdE SE}%Z] upe po JE }v

0[ZC % }AE] *uE o0 « gerigtionEoxOst fe@Esystemes [ St % Z P S
ubiquitine-protéasome.

Les traitements des myotubes C2C12 sous hypoxie traités par stimulation électrique seule (SE)
(1,2+0,08u.ee § % €& o0 }u ]Jv ]J*}v [HV % ] poststintlaligh Eldttrique (PE
+ Q) (1,16 + 0,02 u.g.,ont été les seules conditions ayant entrainé une augmentation de la
phosphorylation de FoxOl1 sur sa sérine 256 2h-pafiement (P < 0,05, en comparaison a la
condition hypoxie (4% Q non traittes) Figure56A). Apres 24h de traitement, nos données ont
montré une hypephosphorylation de FoxO1l dans les cellules C2C12 sous hypoxie traitées par
o[ ve u o e }v ]8]}ve e} ] vS u uhbsures uSE + BCAMS (0,85 + 0,06Rka.,
0,05, SE + £10,84 + 0,07 u.aR< 0,05), SE + BCAAsAW6I + 0,04 u.aR< 0,001), par rapport aux
cellules sous hypoxie non traitgéeDe plus, ces mémes conditions ont observé une baigsdficative
du niveau de phosphorylation au cours du tempéh(2s2h, P< 0,01) Figure56A). Contrairement a
*}v Z}u}o}lPu &}AEKIU O ( § pE SE ve E]%S]}v &}AKT V[ *u ] W PV
ratio p-FoxO3a / FoxO3#&igure56B).
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Figure56: Augmentation de la%o0Z}*% Z}ECo S]}v &} AEK . OOMO ¢ T 0T e}pue ZC%o}/AE]
traitement par stimulation électriqueseul Le niveau de phosphorylation de FoxO1 et FoxO3a a été déterminé

par Western blot dans des myotubes C2C12 sous hypoxie A% traitées (H); traitées par stimulation
électrique(SE) ; stimulation électriqgue + supplémentation en BSISE + AA) ; stimulation électrique +
réoxygeénation (SE +200; et enfin stimulation électrique + BC&A réoxygénation (SE + AA ).\ : Ratio

Phosph&®®¢ FoxO1/ Foxol,(n = 6). B Ratio Phosph®?®* Fox(a / Foxo3,(n = 10). C et D : Signaux
représentatifs des protéines d'intérét & 2h ou 24h aprés traitemeas valeurs significativement différentes de

la condition hypoxie(4% Q; non traitée) sont présentées par* P < 0,05; *** P < 0,001.Les valeurs
significaivement différentes pour les valeurs de temps (242h) sont présentées par§§P < 0.01, 888 <

0.001.

Ao +ujs O % % 0] S]}v < J(( E vS8e SCE ]S u vSe § ¢§ o ve v}3(
LC3Il / LC3l nous a révélé une augmentation o[ ps}%Z P] % }UE o0 ¢ o0OpO « SE ]S -
électrique seule (SE),82 + 0,15 u.g0u associée a une supplémentation en BCAAs (SE + BCARS) (

+ 0,15 u.9. 2h poststimulation P< 0,05, suive [pv & p §]}v -idiEenierit«(84h ¢ 2h,P<

0,01) Figure 57A). Par ailleurs 24h apres traitement, nous avons observé une seadgression

significative de la protéine LB OOMO ¢ T i1 e}ue ZC%}ZE] SE ]S ¢ % E o
conditions combinant au moins deux commeesures : SE + BCAAs (0,66 + 0,06Rxa0,01), SE +,0

(0,73 £ 0,05 u.aR< 0,05), SE + BCAAsA@66 + 0,07 u.aR< 0,01), et cear rapportala condition

hypoxie (4% & non traitées)(Figure 57A). Concernant le systéme de dégradation ubiquitine
protéasome, nos données ont révélé, 2h pastE ]S u vSU pv  pPu vs §]}v O[M J<H]S]
protéines pour les cellules C2C12 ayant été traitpas les conditionsassociant la stimulation

électrique a une supplémentation en BCAAs, eedire SE + BCAAsZ2 + 0,14 u.aR<0,05) et SE +

BCAAs + 1,17 + 0,13 u.aR= 0,09).On note également que ces mémes conditions ont observé une
réduction de la quantité de protéines ubiquitinées au cours du temps (&&h; P < 0,01) Figure

57B).
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Figure57: Z p S8]}v o eCe3 u ¢ [ u8}% Z P]-pratéagamé Quttdvers le temps (2h et 24h)
pour les cellules C2C12 traitées patimulation électrique et supplémentées en BCAA® niveau d'expression

e oCeS u -+ [ uS}%Z P] -pfot¢asprpe &]été déterminé par Western blot dans des myotubes
C2C12 sous hypoxie (4%)QH); traitées par stimulation électriquéSE) ; stimiation électrique +
supplémentation en BCAASE + AA) ; stimulation électrique + réoxygénation (SE #+ €D enfin stimulation
électrique + BCAA+ réoxygénation (SE + AA 3).@ : Ratio des protéines LC3 Il / LC3I. B : Quantification des
protéines conjiguées a l'ubiquitine. C : Signhaux représentatifs des protéines LC3 | et LC3Il. D : Signaux
représentatifs des gels et protéines ubiquitinéess valeurs significativement différentes de la condition hypoxie
(4% Q; non traitée) sont présentées par P< 0,05; ** P< 0,01; les tendances sont indiquées par la valBur
spécifique Les différences par rapportia condition stimulation électrique (SE) sont présestgar: «+P< 0,01.
Les valeurs significativement différentes pour les valeurs de te@#isv62h) sont présentées par§§P< 0.01,
888P< 0.001 (n =10 par condition).

Les données recueillies sur les voies de dégradation des protéines, démagurerules les cellules

C2C12 sous hypoxie ayant subi un traitement par stimulation éleesauk (SE) ou asso@é une

période de réoxygénation (SE 2 @nt observé une hypgrhosphorylation de FoxOlyvZ] v38 o[ S§8]}v

SE ve E]%S]}vv oo Ev] EX %ooOopueU 0 eSJupo S]}v o SE]|«u

permettant demaintenir au cours du temps (24h pasimulation) un niveau de phosphorylation de

&}YEKi <u]A o vd8 U/E  0O0HO * e}pe ZC%}/E] Vviv SE ]88 U 5 v ] <L

associant plusieurs contra s U E o[ S8E}%Z] }v$ -phosfhdriation sighificatiye de

FoxO1, 24h podtaitement. Contrairement a FoxO1, ou les conditions associant plusieurs-contre

U pu@E -« o] 8E}%Z] v cuovsd A}E <p % p [((SU « SE ]85 u v
Julvp E <]Pv](] 3]A u v330A €JAV i G[pv  *» % E]V 1% HAE *Ce3 u °
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