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Résumé

CARACTERISATION DES CELLULES SATELLITES MUSCULAIRES
PROVENANT DE PATIENTS AYANT UNE MALADIE PULMONAIRE
OBSTRUCTIVE CHRONIQUE

La maladie pulmonaire obstructive chronique (MPOC) est caractérisée par
une obstruction bronchique irréversible et progressive. L’atrophie musculaire
périphérique est fréequente dans la MPOC et a un impact négatif sur la qualité de
vie, la capacité fonctionnelle et la survie des sujets atteints. Un déficit dans la
régéneration du tissu musculaire pourrait contribuer au développement de
I'atrophie musculaire, mais n’a jamais été directement évalué chez les sujets ayant
une MPOC. La maintenance et la réparation du tissu musculaire sont du ressort
des cellules satellites. Un nombre insuffisant de cellules satellites combinés ou non
a un processus déficient de multiplication et de différenciation pourrait altérer la
capacité du tissu musculaire a récupérer adéquatement a la suite d'un exercice
physique ou d'un dommage musculaire. Nous proposons I'hypothese que le
potentiel de régénération musculaire est déficient chez les patients ayant une
MPOC comparativement a des sujets sains d'age similaire, contribuant ainsi au
développement de I'atrophie musculaire observée chez ceux-ci. Pour vérifier cette
hypothése, un modéle de culture cellulaire primaire obtenu a partir d’échantillons
musculaires a da étre développé. Ce projet permettra pour la premiére fois de
mettre en culture et de caractériser les cellules satellites musculaires provenant de
biopsies de patients ayant une MPOC, et d’évaluer leur potentiel de régénération.
De plus, ce modele pourra étre utilisé pour répondre a différentes questions

associées a la signalisation musculaire propre a la MPOC.
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Chapitre un - Introduction

1.1 La Maladie Pulmonaire Obstructive Chronique

1.1.1 Géneéralités

La Maladie Pulmonaire Obstructive Chronique (MPOC) est une atteinte
pulmonaire évitable qui est caractérisée par une obstruction bronchique
progressive et partiellement réversible limitant le débit expiratoire. Cette diminution
est habituellement associée a une réponse inflammatoire anormale des poumons
en réaction & des particules ou des gaz nocifs. La MPOC est un acronyme
regroupant deux maladies distinctes soient: I'emphyséme et la bronchite

chronique. *

L'obstruction bronchique des voies respiratoires dans la MPOC s’explique
d’'une part par une maladie des bronches (la bronchite chronique) et d’autre part
par une destruction du parenchyme pulmonaire ('emphyséme) qui se développe
habituellement suite a plusieurs années de tabagisme. Chez les patients ayant une
MPOC, la contribution de la bronchite chronique ou de 'emphyséme causant une

MPOC différe selon chaque individu. °

La bronchite chronique se définit comme une hypersécrétion constante de
mucus dans les bronches. Elle se caractérise par une toux et des expectorations
survenant au moins une fois sur une période de plus de trois mois et pendant deux
années consécutives sans autre diagnostic possible. * Une inflammation chronique
occasionne des changements structuraux et un rétrécissement bronchique avec
une production accrue de sécrétion. La destruction du parenchyme pulmonaire
engendrée par linflammation chronique méne a une destruction des alvéoles
entrainant une diminution du recul élastique pulmonaire et occasionnant

I'affaissement des voies respiratoires lors de I'expiration. *

L’emphyséme quant a elle se définit par une dilatation des espaces aériens

distaux a la bronchiole terminale suite a la destruction des parois alvéolaires et a la



perte du tissu de soutien. L'emphyséme se subdivise en deux catégbries: le
premier type est 'emphyséme centrilobulaire qui se caractérise par une destruction
des voies aériennes distales, principalement au sommet des poumons et le
deuxieme type est I'emphyseéme panlobulaire qui affecte les bronchioles
terminales, les canaux et les sacs alveolaires avec predominance aux bases du
poumon. De maniére générale, ce type d'emphyséme se retrouve chez les gens
ayant un déficit en alpha-1 antitrypsine (AAT), responsable de la protection des

tissus pulmonaires. *

Outre l'atteinte pulmonaire qui définit cette maladie, il est clairement
démontré que d'autres tissus, distants du systéme pulmonaire, ont une fonction qui
se detériore a mesure que la MPOC progresse en séverité. Parmi ceux-ci, le
systeme musculaire intéresse particulierement la communauté scientifique compte
tenu de son impact significatif sur la qualité de vie et la survie des patients atteints.
® Les processus réegulant la régenération musculaire meéritent une attention
approfondie a cause de la possible implication des cellules satellites dans le

processus conduisant a I'atrophie musculaire.
1.1.2 Epidémiologie

La prévalence de la MPOC est de 3.9% chez les hommes et de 4.8% chez
les femmes avec une augmentation en fonction de I'age. Derniérement, une
augmentation de la prévalence de la maladie chez les adultes dans la tranche de
45-49 ans a éte denotée. Une importante augmentation de la prévalence chez les
femmes est également préoccupante. ” La MPOC se classe au 4° rang des causes
de décés chez les Canadiens en affectant prés de 1 500 000 personnes au pays.

Cependant, il s’agit d'une maladie largement sous-diagnostiquée :

puisqu’on
estime que 1 600 000 Canadiens de plus seraient possiblement symptomatiques. °
On prévoit également que la MPOC grimpera au 3° rang mondial des causes de
déces d'ici 2020 %" et ce, malgré la diminution croissante du nombre de fumeurs
depuis les dernieres années dans les pays industrialisés. Ce phénomene
s’explique, entre autres, par une augmentation du nombre de fumeurs dans les

pays en voie de développement. '2
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Figure 1.1 Différence en
pourcentage du taux de
mortalité de 1965 en
comparaison avec le taux de
mortalité de 1998 des
principales causes de décés aux
Etats-Unis. ° Abbreviations:
CVD, Cardiovascular disease;
COPD, Chronic Obstructive
Pulmonary Disease.

La figure 1.1 démontre I'importance de la progression du taux de mortalité

relié 8 une MPOC avec une augmentation de prés de 163 % du nombre de déceés

en 1998 par rapport au taux de 'année 1965 aux Etats-Unis. Et ce, contrairement

a toutes les autres maladies dont le taux de mortalité ne cesse de diminuer en

importance durant cette méme période. Notamment, les décés causés par les

maladies cardiaques et les infarctus ont diminué significativement de prés de 60 %

en 1998 par rapport au taux de 1965.

Figure 6-6 Actual and projected COPD hospitalizations by sex. Canada®, 1979-2010"*
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Figure 1.2 Nombres d’hospitalisations actuelles et projetées dus a

une MPOC au Canada de 1950 a 2010 répartis par sexe. *

le démontre la figure 1.2
et lon prévoit une
augmentation des colts

dans les prochaines

années. Au Canada, les colts directs ont été estimés a 1,67 milliards $ CND et a



plus du double pour les colts indirects selon un rapport de Santé Canada publié
en 2002. "* L’augmentation de la prévalence de la maladie s'accompagne d'une

augmentation des codts liés au nombre d’hospitalisations et des decés.
1.1.3 Etiologie

La séquence d'événement conduisant au développement d'une MPOC est
toujours mal connue. Il n'est reste pas moins que la cause primaire du
développement d’'une MPOC une histoire tabagique. Le lent développement de la
maladie explique également I'augmentation actuélle de la prévalence qui coincide
avec les années de fortes consommations tabagiques de la révolution industrielle.
Environ 25 % des fumeurs développent une MPOC au cours de leur vie et
etrangement 10 a 20 % des gens qui n'auront jamais fumé développeront une
maladie ayant des symptdémes similaires a une MPOC conduisant éventuellement
a la mort. * De plus, 'hétérogénéité que peut prendre la maladie chez deux sujets
ayant eu une exposition similaire a la cigarette suggére que d'autres causes,
comme une prédisposition génétique, sont importantes dans le développement de
la maladie. '° Les facteurs conduisant au développement d’'une MPOC sont divisés
en deux catégories. La premiere catégorie concerne les facteurs intrinsécjues,
c'est-a-dire les prédispositions propres a chaque individu. La deuxiéme catégorie,
les facteurs extrinséques, comporte tous les facteurs environnementaux
susceptibles de contribuer a l'initiation de la maladie auxquels un individu fera face

au cours de sa vie.
1.1.3.1 Facteurs intrinséques

Les facteurs génétiques constituent le principal facteur intrinséque
susceptible de contribuer au développement de la MPOC et le déficit en alpha-1
antitrypsine (AAT) en est un bon exemple. Environ 1 a 2 % des personnes
atteintes d'une MPOC en serait affectées. Cette maladie demeure difficile a
diagnostiquer puisqu’un test génétique est nécessaire, donc on peut supposer une
sous-estimation du taux réel. ® Environ 75 a 80 % des personnes ayant une

carence en AAT développeront un emphyseme panlobulaire. Il s’agit d’'une atteinte



autosomale récessive touchant le géne SERPINA1 qui code pour la protéine
alpha-1 antitrypsine, une antiprotéase. La mutation résulte en une expression
alterée du géne conduisant a une diminution de la traduction et de la synthése
protéique diminuant le niveau sérique de I'AAT. Les personnes sévérement
affectées auront des niveaux équivalents a 10 a 20 % des concentrations sériques
normalement retrouvées chez des sujets sains. '’ Chez les sujets ayant une
carence en AAT, le ratio de protéases/antiprotéases n’est pas respecté conduisant

a la dégradation lente et continue de la matrice pulmonaire. '

D'autres genes ont été proposés pour tenter d'expliquer en partie le
développement d'une MPOC, tels que ceux de la vitamine D, ' le groupe sanguin
ABO, % le «Tumor Necrosis Factor » (TNF), diverses « glutathione S-

21 et la « Heme oxygenase 1». #? Cependant, les évidences

transferases »
démontrant un lien entre ces genes et le développement de la MPOC demeurent

faibles et non concluantes.

Si les predispositions génétiques ne peuvent expliquer a elles seules les
evénements conduisant au développement de la MPOC, plusieurs études ont
suggéré que les « single nucleotide polymorphisms » (SNPs) que I'on retrouve
entre chaque individu pourraient plausiblement constituer une partie de I'énigme.
Des études ont associé des polymorphismes sur le géne du TNF # et sur le géne
de type IV du collagéne a3 ?* avec une augmentation de la susceptibilité de
développer la maladie. Cependant, les résultats de ces études ne sont pas tous
concordants et davantage d’'études sont nécessaires pour confirmer leur réle dans

le développement de la MPOC.

Autre facteur généralement reconnu comme agent contribuant a la réponse
inflammatoire exagérée dans la MPOC, est la capacité a contrer les effets du
stress oxydatif. La fumée de cigarette est une source riche en oxydants et des
évidences s'accumulent sur I'augmentation du stress oxydatif chez les fumeurs. #°
L'équilibre oxydant/antioxydant doit étre maintenu pour qu’un tissu puisse assurer
sa survie et sa fonction. Il a été établi que les poumons de patients ayant une

MPOC ont une réduction marquée du niveau des facteurs antioxydants dont



I'expression est dépendante de « Nuclear factor erythroid-related factor 2 »
(NRF2).  Récemment, il a été démontré chez des patients ayant une MPOC, une
diminution de la protéine NRF2 et de la protéine DJ-1, laquelle stabilise NRF2 et
qui favorise l'induction des antioxydants en réponse a la fumée de cigarette. %
Ceci suggére que les malades pulmonaires ont une diminution du niveau des
antioxydants sous le contréle de NRF2 ce qui réduit leur capacité a contrer le

stress oxydatif.

Finalement, la littérature a récemment démontré que le genre de l'individu
pouvait jouer un réle dans le développement de la MPOC. ? Premiérement, les
femmes seraient davantage susceptibles a avoir une hyperréactivité bronchique,
un phénoméne pouvant conduire au développement de la  MPOC. %
Deuxiemement, malgré des résultats discordants, il apparait que les femmes, par
leur physiologie et leur génétique propre, sont davantage prédisposées a
développer une MPOC que les hommes. #° La figure 1.3 illustre 'augmentation
constante projetée du nombre de déces chez les femmes dues a cette maladie.

L'augmentation des déces reliés a une MPOC chez les femmes correspond a la

période de forte Figure 6-12 Actual and projected number of deaths for COPD by sex, Canada, 1950-2010"
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Les facteurs génétiques, tels qu'un déficit en AAT, seraient responsables de

la susceptibilité de développer une MPOC sans assurément causer la maladie.
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Cependant, une combinaison de facteurs intrinseques et de facteurs extrinséques

pourrait expliquer I'hétérogénéite de la maladie que I'on retrouve inter-individu.
1.1.3.2 Facteurs extrinséques

Les facteurs extrinséques se rapportent aux environnements auxquels un
sujet fera face au cours de sa vie et pouvant potentiellement conduire a l'initiation
de la MPOC. De maniere générale, ces environnements ont en commun
I'inhalation de substances nocives, de poussiéres et de polluants causant une

inflammation pulmonaire.

La cigarette est sans contredit la cause primaire de [initiation des
symptomes et des changements morphologiques retrouvés au niveau pulmonaire.
La fumée de cigarette est le principal agent causal du développement d'une MPOC
etant responsable de 90 % des cas diagnostiqués. Prés de la moitié des fumeurs
auront une obstruction des voies respiratoires et 10 a 20 % des fumeurs
développeront une MPOC cliniquement significative. ** Une corrélation existe entre
le risque de développer la maladie avec I'age de début du tabagisme, le nombre
de paquets fumés par année et I'exposition actuelle au tabagisme ou a la fumée

secondaire. "

Parmi les autres facteurs extrinseques pouvant contribuer au
développement de la MPOC, on retrouve la pollution. Plusieurs études ont relié
I'apparition des troubles cardio-pulmonaires a des taux élevés de pollution
atmosphérique ***° ou lors d'une exposition soutenue a des polluants
atmosphériques. * De fait, une augmentation de la prévalence du diagnostic ou de
symptémes de la MPOC a été reliée avec des zones polluées. * Il va sans dire
que I'air ambiant est un facteur a prendre en considération afin de démystifier les
causes possibles du développement d'une MPOC surtout si I'on considere que

certains pays utilisent toujours le charbon comme mode de combustion.

Certains environnements de travail peuvent potentiellement amorcer la

séquence d’événements conduisant a une MPOC. Selon I'ATS, I'exposition au



milieu de travail explique 15 % des cas qui seront diagnostiqués avec une maladie
respiratoire incluant la MPOC et I'asthme. ** Parmi les environnements contribuant
au développement de la maladie, on retrouve les porcheries, les scieries et les
mines. *° Ces lieux ont tous en commun des niveaux élevés de poussieres en

suspension et polluants pénétrant facilement les voies respiratoires.

Plusieurs facteurs intrinséques et extrinséques peuvent conduire au
développement d'une MPOC. La combinaison d’un ou de plusieurs de ces facteurs
sont responsable de la susceptibilité et de la sévérité d'un sujet dans son
environnement a étre atteint d'une MPOC. Puisqu'il s'agit d’'une maladie
hétérogéne, il est encore impossible d’identifier les sujets susceptibles de souffrir

de cette maladie et la séquence des événements menant a son développement.
1.1.4 Physiopathologie

L'inhalation chronique de substances nocives telle que la fumée de
cigarette, améne une réponse inflammatoire pulmonaire. Les conséquences
pathologiques de la MPOC touchent les voies respiratoires centrales, les petites
voies respiratoires, le parenchyme pulmonaire et la vascularisation pulmonaire.
Ces changements physiopathologiques engendrent plusieurs anomalies
physiologiques incluant I'hypersécrétion de mucus, la dysfonction des cellules
ciliées, une Ilimitation du deébit expiratoire, I'hyperinflation pulmonaire, des
échanges gazeux anormaux et éventuellement une atteinte systémique. * Ces
nombreux changements sont responsables de la toux, de l'abondance des
expectorations et de la dyspnée, les trois principales plaintes des patients atteints
d'une MPOC.

Les changements physiopathologiques causant les divers symptémes
ameneront les personnes atteintes a consulter un spécialiste. La prise en charge
d’'un patient se base sur I'évaluation des fonctions respiratoires. Il a eté suggére
par le Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD) de faire un
diagnostic chez les gens présentant les symptdmes communs a la MPOC et ayant

une histoire d’exposition aux facteurs de risque précédemment cités. Le principal



outil utilisé dans le diagnostic de la MPOC est la spirométrie. “° Le volume
expiratoire maximal en 1 seconde (VEMS) est une mesure du débit aérien maximal
calculee durant une seconde obtenue durant une manceuvre d'expiration forcée.
Généralement, un ratio du VEMS rapporté sur la capacité vitale forcée (CVF)
inférieure a 0,7 conduit le clinicien vers un diagnostic de MPOC. La sévérité de la
maladie est déterminée selon les valeurs obtenues suite au test de spirométrie en

fonction de la classification suggérée par le regroupement GOLD (Tableau 1).

Tableau 1 Les quatre stades de la MPOC. "
Classification des stades de sévérité de la MPOC

Stade Caractéristiques

0 : Personne |+ Spirométrie normale

arisque ¢ Symptdémes chroniques (toux, production d’'expectoration)
£ e VEMS/CVF < 70%

\ X MPOC VEMS = 80% de la prédite

légére * Avec ou sans symptdmes

Il : MPOC A

modérée e VEMS/CVF < 70%

* 50% = VEMS < 80% de la prédite
s Avec ou sans symptdmes

VEMS/CVF < 70%
30% = VEMS < 50% de la prédite
s Avec ou sans symptémes

il : MPOC e VEMS/CVF < 70%
sévere e VEMS < 30% de la prédite

ou

¢ VEMS < 50% de la prédite avec insuffisance respiratoire ou insuffisance
cardiaque droite

Tableau adapté du rapport Global Strategy for the Diagnosis, Management and Prevention of
COPD 2008 de I'organisme Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease.

Trois processus sont importants dans la pathogénése de la MPOC:
l'inflammation, le déséquilibre protéases/antiprotéases et le stress oxydatif. Ces
processus peuvent agir en synergie dans la destruction des structures

pulmonaires. *' Le chevauchement potentiel entre ces processus et le nombre de
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facteurs de risques susceptibles d'initier ou moduler ceux-ci compliquent la
compréhension des phénomeénes derriére le développement de la MPOC. De fait,

ce constat explique sans doute I'hétérogénéité de la maladie dans la population.
1.1.4.1 Inflammation

L'inflammation pulmonaire conduit a une hypersécrétion de mucus de la
part des cellules sécrétrices dispersées dans I'arbre bronchique, le rétrécissement
et la fibrose des voies aériennes, une destruction du parenchyme pulmonaire et
une altération du systéme vasculaire. * L'inflammation pulmonaire se caractérise
par une augmentation du nombre et du niveau d’activité des cellules résidentes et
circulantes telles que les macrophages, les lymphocytes et les neutrophiles. ® Ces
cellules sont responsables de la libération de plusieurs médiateurs susceptibles
d’'endommager le tissu pulmonaire en plus de maintenir le niveau de la réponse
infammatoire élevé. Cette réaction inflammatoire exagérée a le potentiel de
produire des dommages pulmonaires permanents contribuant a la progression de

la maladie et au déclin des fonctions respiratoires. 2

La réponse inflammatoire engendre la production et I'accumulation de
mucus dans le tissu pulmonaire. Au niveau cellulaire, ce mucus est
majoritairement composé de macrophages, de lymphocytes T CD8+ et des
neutrophiles. ** Il a été démontré que la proportion de neutrophiles augmente avec
la progression de la maladie. ** La fumée de cigarette peut a elle seule engendrer
une réponse inflammatoire en plus d’augmenter le nombre total de leucocytes, un
effet qui est amplifié chez les patients ayant une MPOC. - L'augmentation de ces
cellules inflammatoires a été démonfrée chez des sujets ayant une MPOC a partir

d'une biopsie bronchique comparativement a des sujets témoins non-fumeurs. “°

D’autres cellules comme les cellules épithéliales et les fibroblastes jouent
également un réle important dans l'inflammation et contribuent a la sévérité de la
maladie. L'interaction de tous ces types cellulaires conduit a 'augmentation des
médiateurs inflammatoires tels que les médiateurs lipidiques, comme le leukotriéne

B4, des cytokines et chimiokines tels que I'lL-6 et I'lL-8 et des protéases

s I



impliquées dans le remodelage tissulaire. *” Le processus inflammatoire est
egalement responsable de l'augmentation du nombre des cellules musculaires
lisses et de la quantite de tissu conjonctif dans I'arbre bronchique en plus d'une
dégénérescence du cartilage. ' Quelques études ont démontré que la fumée de

cigarette serait en mesure de causer toutes ces modifications. 3>

Outre la réeponse inflammatoire pulmonaire, les patients ayant une MPOC
démontrent des signes d'inflammation systémique, et ce, particulierement lorsque
la maladie est sévére, notamment par 'augmentation des niveaux sanguins de
cytokines, de chimiokines et des protéines C réactives (CRP). °' Parmi les
cytokines augmentées chez les patients ayant une MPOC en période
d’exacerbation, il y a l'interleukine-6 (IL-8). °? Cette cytokine augmente les niveaux
circulants de la CRP en provenance du foie. >® Elle pourrait également étre reliée a
la dysfonction du muscle périphérique et linsuffisance cardiaque comme
démontrée chez des rats recevant une infusion d’IL-6. ** L'élévation des niveaux
sanguins de « Tumor Necrosis Factor » (TNF) et de son récepteur soluble (TNFR)
ont également été démontrés chez des patients ayant une MPOC. >° Cette
cytokine peut également contribuer a latrophie musculaire. ***” Une des
conséquences de linflammation est la relache d'espéces réactives oxygénées
(ROS) provenant des cellules inflammatoires activées, qui accentue davantage les

dommages aux tissus pulmonaires. *°®

Cependant, il reste a établir si l'accroissement de ces marqueurs
d'inflammations systémiques provient de l'inflammation pulmonaire ou s'ils sont
relies a une anomalie tissulaire paralléle. Cette inflammation a le potentiel
d'accentuer les manifestations systémiques reliées a une MPOC en plus
d’'aggraver les manifestations associées aux comorbidités. De plus, I'inflammation

systémique peut prématurément diminuer les fonctions pulmonaires. *°
1.1.4.2 Déseéquilibre protéases/antiprotéases

L'absence d’AAT conduit au développement de I'emphyséme. ®° Cette

observation a conduit a I'hypothése voulant que le développement de cette
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maladie soit causé par un débalancement quantitatif entre les protéases (ex:
neutrophiles élastases, métalloprotéases, cathepsines) et les antiprotéases (ex:
AAT, cystatine C). ®' L'usage de certains modéles animaux ou l'instillation d’'une
protéase induit des changements physiopathologiques comparables a
'emphyséme, supporte d'ailleurs cette hypothése. ® De fait, la persistance de la
reponse inflammatoire augmente le nombre de cellules inflammatoires telles que
les macrophages et les neutrophiles pulmonaires. ®* Cette réponse est capable
d'engendrer un débalancement de I'équilibre protéases/antiprotéases. ® Les
neutrophiles contiennent de larges quantités de protéases telles que I'élastase, la
cathepsine G, la protéinase-3, diverses meétalloprotéases (MMP) en plus de
produire des ROS. *® Il a été démontré dans les expectorations de patients ayant
une MPOC qu'il existe une corrélation entre le niveau de chimioattractant pour les
neutrophiles (IL-8) et les neutrophiles avec une diminution des fonctions
pulmonaires. % Il a ét¢ démontré chez des sujets ayant une MPOC, que leurs
macrophages pulmonaires contiennent une forte concentration de diverses MMP,
reconnus pour leur capacité de dégrader les protéines de la matrice extracellulaire
comme le collagéne et I'élastine. ® Dans la MPOC, les MMP les plus fréquentes
dans les poumons sont les MMP-1, MMP-2, MMP-9 et MMP-14. 5758

1.1.4.3 Stress oxydatif

Le stress oxydatif est causé par un débalancement entre la production de
ROS et la capacité de l'organisme a s'en défaire. La production de ROS est le
resultat d'une multitude de reactions enzymatiques effectuées en présence
d'oxygene. Une quantité importante de ROS peut conduire a la mort cellulaire par
I'enclenchement de I'apoptose. ®® Outre linhalation de fumée de cigarette, une
réaction inflammatoire est aussi une importante source de ROS. Dans le poumon,
les neutrophiles, les éosinophiles, les macrophages alvéolaires, les cellules
épithéliales et endothéliales sont tous capables de contribuer a leur production. "
Il est reconnu que les oxydants peuvent causer des dommages a I'ADN, la
peroxydation des lipides et l'oxydation des protéines. /' Ces dommages sont

susceptibles d’altérer le bon fonctionnement des cellules résidentes du poumon
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contribuant ainsi au développement de la MPOC. La présence d’un stress oxydant
accru a été démontrée dans la MPOC par la mesure de différents aldéhydes et de
marqueurs de la peroxydation des lipides provenant d'air condensé recueilli de

sujets malades. "

Sans contredit, la réponse inflammatoire joue un réle majeur dans les
changements physiopathologiques observés dans le tissu pulmonaire.
L'inflammation résulte en 'augmentation du stress oxydatif dans les poumons et
peut également engendrer un déséquilibre protéases/antiprotéases. L'intensité et
la durée de cette réponse inflammatoire, associée ou non, aux deux autres
processus participant a la pathogenése contribuent sans doute a I'hétérogénéité
de la MPOC.

1.1.5 Traitements

La MPOC est une maladie progressive et irréversible. Actuellement, la seule
intervention susceptible de ralentir la progression de la maladie est l'arrét du
tabagisme. Cependant, méme si l'on obtient une stabilisation voire une
amélioration de la fonction pulmonaire, la réponse inflammatoire amorcée
précédemment persistera pour plusieurs années. La réponse inflammatoire est en
lien direct avec le remodelage et les Iésions pulmonaires qui sont associés avec la
bronchite chronique, " I'obstruction des petites voies respiratoires, " lemphyséme
"5 et I'hypertension pulmonaire. ® Outre la transplantation pulmonaire, la MPOC ne
peut étre guérie. Cependant, des traitements pour rétablir les fonctions
respiratoires (bronchodilatateurs), réduire [linflammation (glucocorticoides), et
contréler les infections (antibiotiques) peuvent étre prescrits pour diminuer les
effets néfastes sur la qualité de vie. ”"® Le tableau 2 "' résume les divers
traitements dont peut bénéficier un patient en fonction de la sévérité de la maladie.
Ces traitements vont d'un bronchodilatateur a courte durée pour les cas légers

jusqu’a une oxygénothérapie pour les cas trés sévéres.
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Tableau 2 Traitement utilisé en fonction de la sévérité de la maladie.
Thérapies selon chaque stade de la MPOC

Stade Caractéristiques Traitement recommandé
Tous les « Eviter les facteurs de risques
stades e Vaccination contre la grippe

0 : Personne |+ Symptémes chroniques

a risque (toux, expectorations)
¢ Exposition aux facteurs
de risques
e Spirométrie normale
| : MPOC e VEMS/CVF < 70%
légére « VEMSz80%dela e Bronchodilateur de courte action lorsque
prédite nécessaire
e Avec ou sans
symptémes
Il : MPOC A e Traitement régulier avec un ou plusieurs
modérée e VEMS/CVF < 70% bronchodilatateurs

e  50% < VEMS < 80% e Reéadaptation pulmonaire
¢ Inhalation de glucocorticoides si présence

oe fmipradite de symptémes significatifs et amélioration
* Avecousans des fonctions pulmonaires
symptoémes
=] e Traitement régulier avec un ou plusieurs
e VEMS/CVF < 70% bronchodilatateurs
e  30% < VEMS < 50% ¢ Reéadaptation pulmonaire
de la prédite + Inhalation de glucocorticoides si présence
e Avec ou 8ans de symptémes significatifs et amélioration
des fonctions pulmonaires ou
SpROines exacerbations répétées
Il : MPOC e VEMS/CVF < 70% e Traitement régulier avec un ou plusieurs
sévere ¢ VEMS <30%dela bronchodilatateurs
prédite ¢ Glucocorticoides inhalés si présence de

symptdmes significatifs et amélioration des
fonctions pulmonaires ou exacerbations

ou
répétées

e VEMS <50% dela
predite avec
insuffisance
respiratoire ou
insuffisance cardiaque
droite

Traitement des complications
Réadaptation pulmonaire
Oxygénothérapie si hypoxemie
Considérer un traitement chirurgical

Tableau adapté du rapport Global Strategy for the Diagnosis, Management and Prevention of
COPD 2008 de I'organisme Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease.
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1.1.6 Effets systémiques associés a la MPOC

La réponse inflammatoire subséquente a l'inhalation de fumée de cigarette
ou de particules et la présence de stress oxydatif sont des facteurs de risque
connus pour d'autres maladies. Lorsqu’un patient a déja été diagnostiqué avec une
maladie prédominante comme la MPOC et qu'il regoit un second diagnostic de
maladie, on parle alors de comorbidité. Le tableau 3 dresse une liste des
nombreuses comorbidités qui peuvent étre associées a la MPOC. Les plus
frequentes sont les maladies reliees a l'arbre bronchique, les maladies
cardiovasculaires, le diabéte de type 2, I'ostéoporose et la dysfonction musculaire.
La présence d’'une comorbidité contribue au pronostic de morbidité et accentue le

risque de mortalité du patient atteint. ”°

Tableau 3 Principales comorbidités associées a la MPOC. ¥

Principales comorbidités associées a la MPOC

Respiratoire
Insuffisance respiratoire, asthme, allergie, pneumonie, embolie pulmonaire, maladie vasculaire
pulmonaire, infections respiratoires, rhinite
Cardiovasculaire
Ischémie cardiaque, hypertension, insuffisance cardiaque, arrét cardiaque, arythmie, angine,
infarctus du myocarde, accident vasculaire cérébral, athérosclérose périphérique
Cancer
Cancer des poumons, tumeur maligne de la cage thoracique
Endocrine
Obésité, diabétes, hyperlipémies, réduction nutritionnelle
Gastro-intestinale
Ulcére, symptdmes de reflux gastriques, incontinence fécale
Maladie Rénale
Articulations osseuses
Fractures osseuses, fractures, désordres des articulations, arthrite, ostéoporose
Oculaire
Cataractes, glaucome
Psychiatrique
Dépression / anxieté
Autres
Maladie de la peau, migraine, faible qualité de vie

Tableau adapté de Viegi et al. Eur Respir J. 2007 Nov;30(5):993-1013.

Il s’avére qu’une diminution de la fonction pulmonaire, indépendamment du
niveau de cholestérol, de I'hypertension et du tabagisme est un risque en soi de
développer une maladie cardiovasculaire chez un individu donné. ®' Dans une
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étude de la Lung Health Study, il a été établi que les deux premiéres causes
d’hospitalisation chez des personnes souffrant d'une MPOC sont reliées a des
troubles cardiovasculaires. ® Les mécanismes reliant la MPOC et les maladies
cardiovasculaires ne sont pas bien connus, mais pourraient étre reliés a
linflammation systémique, et ce, méme si cette inflammation est présente a un

degré modéré. *

Le risque de développer un diabete de type 2 est augmenté de 1,5 a 2 fois
chez les personnes ayant une MPOC comparativement a une personne n’ayant
pas de maladie pulmonaire. ® Bien que plusieurs mécanismes aient été suggérés
pour expliquer le risque accru de diabete dans la MPOC, aucune étude n'a
clairement énoncé le mécanisme responsable. L'hyperglycémie, un facteur de
risque au développement du diabete, pourrait étre induite par les composés

stéroidiens couramment utilisés dans le traitement de la MPOC. %°

Le risque de développer de I'ostéoporose est plus élevé chez les personnes
ayant une MPOC et atteint des proportions de I'ordre de 36 a 70 %. % Il faut noter
que cette proportion augmente en fonction de la sévérité de la maladie. Les
corrélations existantes entre l'ostéoporose et la MPOC sont; les mesures
anthropométriques, la sévérité de la maladie et I'utilisation d’'un traitement aux

corticostéroides. &
1.1.7 Dysfonction musculaire

Compte tenu de ses impacts cliniques, la dysfonction musculaire est une
des atteintes systémiques les plus importantes de la MPOC. L’atteinte de la
fonction musculaire affecte directement et indépendamment la qualité de vie, ° la
résistance a leffort, ®*® rutilisation des soins de santé *° et le risque de mortalité
9192 chez les patients atteints. Ce constat supporte l'intérét que la communauté

scientifique a apporté a ce probleme chez les patients atteints d'une MPOC.

Dans la MPOC, la dysfonction musculaire périphérique se caractérise

principalement par une modification du métabolisme énergétique en faveur de la
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glycolyse, ® un changement dans la proportion du type des fibres musculaires * et
une diminution du volume musculaire. % La dysfonction musculaire dans la MPOC
atteint davantage les muscles des membres inférieurs que les muscles
respiratoires et les muscles des membres supérieurs. % L'atrophie musculaire est
associée a une diminution de la force musculaire de l'ordre de 20 % a 30 % chez
les sujets ayant une MPOC par rapport a celle des sujets témoins. ¥’
Déependamment de la sévérité de la maladie et la population a 'étude, les patients
ayant une réduction de la masse musculaire représentent de 4 a 35 % des sujets.
9.9 |La faiblesse musculaire a des répercussions importantes sur la capacité
fonctionnelle et la tolérance a l'exercice indépendamment de la sévérité de la
maladie. '® Pour plus de 40 % des patients, la fatigue musculaire est le principal
symptéme limitant 'exercice et non pas la dyspnée. "' Le stade de la maladie
combiné a une faible masse musculaire génére des incidences importantes sur la
morbidité et la mortalit¢ comme il est montré a la figure 1.4. ¥ Cette figure
démontre qu’il y a une nette diminution de la probabilité de survie a long terme
pour le groupe de sujets ayant un VEMS (] 50 % de la predite et une surface de
section du muscle vastus lateralis inférieure a 70 cm? comparativement a des
sujets ayant un degré d'obstruction semblable et une surface de section du muscle
vastus lateralis supérieure a 70 cm?. De plus, ces patients sont plus susceptibles a

une hospitalisation a la suite d’'une période d’exacerbation. L

Figure 1.4 Courbe de survie LU M — — —
de quatre sous-groupes de & 0.9 My - \
MPOC séparé en fonction de 2 .. Ta P
. eon 2 > . oy
leurs fonctions respiratoires 2 "
5.7
et de leurs surfaces de k-
=
cuisses. ' £ 061
T :E ———— FEV;:50% pred ¢ MTCEA : ) em?
Abbreviations: FEV1, Force W 0.5 - 5
.8 —— — FEV,: 50% pred + MTCEA . T cm
expiratory volume in one & 0ed — - revy< 0% peaswrcea. 1 .
second; MTCSA, Midthigh FEV4 < 50% pred + MTCEA < 72 &’
2.3 T + T T
muscle cross-sectional area. 0 £0c 1000 1500 2000

Time (days)

18



Plusieurs hypotheses ont été avancées afin d'expliquer le développement
de I'atrophie musculaire périphérique observée chez les patients MPOC. Outre
l'inactivité physique, d'autres facteurs comme le déficit énergétique, le stress
oxydatif, le déficit hormonal, I'nypoxémie et [l'altération de la régénération
musculaire ont tous été évoqués dans la littérature. ' Ces mécanismes seront
brievement abordés dans la section suivante et une attention particuliére sera
apportée a Ia.régénération du tissu musculaire, sujet principal de ce mémoire de

maitrise.
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1.2 L’atrophie musculaire périphérique dans la MPOC

Le ou les mécanismes responsables de linitiation et du développement de
I'atrophie musculaire dans la MPOC demeurent une source de questionnement
pour la communauté scientifique. Il est important d'élucider le réle joué par ces
differents processus dans le but de développer des stratégies visant a réduire les
effets néfastes sur la capacité fonctionnelle et la qualité de vie que représente
cette atteinte. La figure 1.5 démontre bien le nombre et la complexité des différents
meécanismes pouvant étre impliqués dans le developpement de [atrophie
musculaire dans la MPOC. Les principales causes menant a une perte de masse
musculaire en dehors du processus normal de vieilissement sont l'inactivité
chronique, la malnutrition, le stress oxydatif, le désequilibre relie¢ a la balance
anabolisme/catabolisme, I'hypoxemie et une régénération musculaire déficiente.
Ce dernier mécanisme commence tout juste a étre étudié et mérite de recevoir
notre attention puisqu’il peut-étre influencé directement par les différents

mécanismes dans le schéma de la figure 1.5. '%°
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Figure 1.5 Mécanismes proposés pour la perte de masse musculaire dans la MPOC '*
Abbréviations : COPD, Chronic Obstructive Pulmonary Disease; UPP, Ubiquitin Proteasome
Pathway.
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Les mécanismes conduisant a I'atrophie musculaire ont tous un impact sur
la régulation de la fine balance entre la synthése et la dégradation protéiques.
Cette balance fait en sorte que les muscles sont soit en processus hypertrophique
ou atrophique, ou bien en phase de maintien. Souvent dans les maladies
chroniques, cette balance penche davantage du cété de la dégradation, favorisant
le développement de l'atrophie musculaire. '° Dans la MPOC, il a été démontré
que la fonction et la structure du muscle squelettique sont altérées et que la
balance nette protéique penche vers la dégradation. '® Avant d’aborder les
meécanismes potentiellement impliqués dans le développement de [atrophie
musculaire dans la MPOC, il est important de survoler les voies de signalisation

impliquees dans la synthese et la dégradation protéique dans le muscle.

1.2.1 Voie de signalisation impliquée dans la synthése et la dégradation des

protéines musculaires
1.2.1.1 Synthése protéique

Il'y a plus d’'une voie de signalisation impliquée dans le maintien de la
masse musculaire, mais la voie de I'l|GF/PI3K/Akt représente celle ayant le plus
d'intérét. |l s’agit de la principale voie regulant la synthése protéique en plus d'avoir
un réle central dans la dégradation protéique. Cette voie est impliquée dans la
synthése protéique et dans le processus hypertrophiqUe en réponse a des stimuli
tels que I'lGF et l'insuline. ' Au centre de cette voie, il y a la protéine kinase Akt
responsable d’une multitude de processus favorisant la survie cellulaire. '® De
maniére générale, I'activation de la protéine kinase Akt accentue la synthése
protéique, favorise la différenciation cellulaire et inhibe la synthése de signaux
proapoptotiques. "% L’activation de cette kinase peut résulter en I'activation de
« mammalian Target of rapamycin » (mTOR), l'inhibition de la glycogéne synthase
kinase-3B (GSK-3B), '"° du Bcl-associated death promoter (BAD), de la cysteinyl-
aspartate-cleaving protease 9 (caspase-9) et des Forkhead box of the class O
(FoxQ). L'altération d’'un ou de plusieurs médiateurs dans cette signalisation peut

avoir d'importantes répercussions au niveau de la masse musculaire.
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1.2.1.2 Dégradation protéique

Il est normal de retrouver dans une cellulaire musculaire un certain niveau
de dégradation protéique. On estime a environ 1 a 2 % des noyaux qui sont

"I faut donc s’attendre a

remplacés quotidiennement suite a un usage normal.
ce que les fibres musculaires les contenant soient également cibles d'un
renouvellement. La voie de signalisation de ['ubiquitine-protéasome est
responsable de la majorité de la dégradation protéique musculaire et d’'un moindre

niveau, on retrouve le systeme des lysosomes, des caspases et des calpaines.

Le systéme de I'ubiquitine-protéasome est le systéme de prédilection pour
dégrader les protéines. ''> La démonstration de I'augmentation de l'activité des
deux ubiquitines-ligases E3 spécifiques aux tissus musculaires, atrogin-1 et MurF1
dans divers modéles d’atrophie musculaire tels que l'urémie, le diabete, la

113114 ont jeté les bases moléculaires

dénervation et l'inflammation systémique
pour expliquer les mécanismes relies a la dégradation protéique. De fait, une
augmentation de ces deux E3 ligases ont été démontrés dans 13 modeles
d’atrophie musculaire tant chez les humains que chez les rongeurs. ''® La famille
de facteurs de transcription FoxO sont les principaux régulateurs de I'expression
de ces deux E3 ligases.""® La principale voie de signalisation qui contréle la famille
des FoxO est celle de la protéine kinase Akt. ''® Fait intéressant, la kinase Akt
contréle les processus conduisant a la synthése protéique en plus d'exercer un
effet sur les processus conduisant a la dégradation protéique. ''" De plus, la
kinase Akt agit sur plusieurs voies de signalisation impliquées dans la croissance,

119

18 |3 survie cellulaire '*° et l'inflammation. '?°

Le systéeme des lysosomes est une composante majeure des cellules
mammiferes. Les lysosomes sont des vésicules intracellulaires contenant une forte
concentration de protéases, de glycosidases, de lipases, de nucléases et
phosphatases. Les lysosomes se chargent de la dégradation d'une variété de
macromolécules extracellulaires atteignant ce compartiment par des processus
comme I'endocytose, la pinocytose et la phagocytose. Les cathepsines sont des

protéases retrouvées dans les lysosomes et I'élévation de leur expression a été
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démontrée dans quelques modeles d'atrophie musculaire comme lors d'un séjour

122

en altitude, '?' la sarcopénie '# et la dystrophie. '**

Les caspases sont bien reconnues pour leur role dans la régulation de
I'apoptose. '?* Une étude publiée en 2004 a permis de démontrer I'implication de la
caspase-3 dans la dégradation protéique musculaire. '*° Dans ce réle, la caspase-
3 agit en fractionnant I'actomyosine, le complexe protéique formant les myotubes.
26 || faut savoir que le protéasome est incapable de dégrader une structure
d'actomyosine intacte, puisqu'elle ne peut y entrer a cause de sa grosseur,
nécessitant 'intervention de protéases. ¥ L’étape initiale afin de permettre I'entrée
de ces protéines dans le protéasome est en partie du ressort de la caspase-3 et un

déreglement de son activité pourrait conduire au processus d’atrophie musculaire.
128

Les calpaines sont des cystéines protéases dépendantes du calcium et sont
activées suite a des dommages cellulaires responsables de la libération d'ions de
calcium. ' Ces protéases ont comme réle le fractionnement des protéines du
sarcomére pour les rendre accessibles au protéasome. '*° La voie des calpaines
peut sans contredit jouer un rdle important dans la fragilisation du sarcomére
menant a l'atrophie musculaire tel que démontré dans un modele murin de

dystrophie musculaire. ™'

Les voies de signalisation impliquées dans la synthése et la dégradation
sont complexes et font intervenir une panoplie de médiateurs tels que le TNF, I'lL-
6, I'lL-8, I'lGF, I'Insuline et dont plusieurs demeurent inconnus. Une dérégulation
d’'un de ces médiateurs pourrait avoir d'importantes conséquences sur la masse
musculaire et c’est pourquoi il était primordial de les mentionner. Ces médiateurs
sont affectés de maniere differente dans chaque systeme impliqué dans la

dégradation protéique associés a I'atrophie musculaire dans la MPOC.
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1.2.2 L’inactivité chronique

Un des premiers symptémes apparaissant dans la MPOC est l'intolérance a
I'effort conduisant a la réduction de I'activité physique. Puisque I'activité physique

est primordiale pour maintenir le volume musculaire, '3

il est plausible que
I'inactivite physique soit impliquée dans linitiation et le développement de
latrophie musculaire dans la MPOC. ' La dyspnée et la fatigue limitent les
activités quotidiennes, telles que la marche. De fait, les personnes ayant une
MPOC ont une distance de marche significativement diminuée de trois fois lorsque
comparée a des gens du méme age sans maladie pulmonaire. ' Il est démontré
que linactivité physique contribue a réduire les qualités du tissu musculaire. '*°
Toutefois, une étude chez un modéle animal de MPOC démontre que malgré un
niveau d'activité similaire, les animaux malades ont une réduction des capacités
oxydatives du tissu musculaire. 3% Cette observation suggeére que des facteurs
autres que linactivité physique sont impliqués dans le processus d’atrophie

musculaire.
1.2.3 Déficit énergétique

L'hypothese du déficit énergetique pour tenter d’expliquer ['atrophie
musculaire dans la MPOC repose sur la supposition que ces patients ont une
dépense énergétique accrue comparativement a des sujets sains. '~ Cette
depense d’énergie supplémentaire proviendrait d’'un travail respiratoire augmenté
en raison de l'obstruction bronchique. '*® Les patients MPOC dépensent en
moyenne 10 % plus d’énergie que des sujets d'age, de taille et de poids similaire
avec une consommation calorique semblable. "*° L’hyperinflation pulmonaire et
I'augmentation de la résistance inspiratoire contribuent a 'augmentation du travail
respiratoire résultant en une augmentation de la consommation en oxygéne et du

métabolisme. 4%

La présence de patients cachectiques ayant une MPOC suggére qu'il existe
des anomalies métaboliques chez ces gens. '* La perte de poids dans la MPOC

pourrait étre conséquente a I'augmentation de la dépense énergétique qui n'est
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pas adéquatement compensée par la consommation de nutriment. Lorsque les
réserves energétiques sont épuisées, les muscles squelettiques sont dégradés afin
de fournir les nutriments nécessaires. '** Une étude avec des patients ayant une
MPOC, a démontré que l'appétit est réduit de 45 % chez les personnes
cachectiques comparativement a ceux ayant une masse corporelle normale. " De
fortes corrélations ont également été établies dans cette étude entre I'appétit et
I'indice de masse corporelle, la perte de poids, la résistance aux hormones de
croissance et le déséquilibre anabolisme/catabolisme. Les résultats de cette étude
suggerent que la diminution de Il'appétit pourrait étre impliquée dans le

développement de I'atrophie musculaire. '°

Cependant, lorsque des patients ayant une MPOC regoivent des
suppléments nutritionnels pour contrer les effets néfastes de I'atrophie musculaire,
aucun gain significatif dans la masse musculaire n’a été noté chez ces personnes.
% Malgré la pertinence de I'hypothése du déficit énergétique, elle ne peut

expliquer a elle seule I'atrophie musculaire observée dans la MPOC.
1.2.4 Stress oxydatif/inflammation

Plusieurs modeles montrent qu'il existe un lien de causalité entre
linflammation et le développement de I'atrophie musculaire. ™’ De méme, le stress
oxydatif est capable d'induire la dégradation des protéines contractiles, un
phénoméne conduisant a latrophie musculaire. '*® Les facteurs reliés a
linflammation et suspectés de contribuer a ce processus sont le TNF, I'lL-183, I'lL-6
et les ROS.

Le TNF est la cytokine reliée le plus souvent dans la causalité entre
linflammation pulmonaire et I'atrophie musculaire. '*° Le TNF augmente I'activité
transcriptionnelle du Nuclear Factor-kB (NF-kB) menant a I'augmentation de la
dégradation de protéines contractiles via la voie de I'ubiquitine protéasome. %!
En 2006, une étude a relié pour la premiére fois dans un modéle de souris
transgeniques surexprimant du TNF au niveau pulmonaire une atrophie musculaire

périphérique. Cette perte de masse musculaire démontre la possible contribution
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de cette cytokine au développement de I'atrophie musculaire. '** Le TNF produit
au niveau pulmonaire serait en mesure de se répandre aux tissus par des
mécanismes qui restent toujours inconnus. Initialement, il a été démontré chez des
patients MPOC cachectiques une concentration plasmatique accrue de TNF, >
mais cette différence n'a pu étre reproduite ce qui rend difficile d'impliquer le TNF
avec l'atrophie musculaire. '>* Cependant, le TNF peut agir directement sur les
cellules musculaires en induisant la dégradation protéique tel que démontré in vitro

sur des lignées cellulaires. '*°

La seconde cytokine pro-inflammatoire suspectée de jouer un rdle dans la
perte de masse musculaire chez les personnes ayant une MPOC est I'lL-1B. Cette
supposition provient du fait qu’'une forte association a été trouvée entre le
polymorphisme a la position -511 du géne d’IL-1 et la proportion de sujets
cachectiques dans une cohorte de patients MPOC. '*® Cependant, la concentration
sérique de cette cytokine n'a pu étre déterminée chez ces personnes remettant en
question son rdle dans le processus d'atrophie. Une augmentation du niveau de
'lL-6 a été montrée dans le sérum de patients MPOC comparativement a des
sujets controles. >’ Mais le role potentiel de cette cytokine sur la dégradation
protéique reste incertain. Cependant, I'lL-6 tout comme le TNF et I'lL-1B peuvent

altérer la régénération musculaire affectant 'homeéostasie du tissu musculaire.

Le stress oxydatif, tout comme linflammation pourrait causer l'atrophie
musculaire par divers mécanismes. L’'apoptose nucléaire des fibres musculaires
est le premier mécanisme pouvant étre induit par le stress oxydatif et
linflammation. '>® Cette hypothése est supportée par la démonstration qu'il y a une
augmentation de I'apoptose dans le muscle chez les personnes ayant une MPOC.
%% | e stress oxydatif et I'nflammation sont également en mesure de causer la
dégradation de protéines musculaires par l'activation du systéme de I'ubiquitine-

protéasome. '®°

L’inflammation et le stress oxydatif sont deux phénomeénes physiologiques
qui peuvent expliquer en partie le développement de I'atrophie musculaire. L'intérét

envers ces processus provient du fait que le tissu pulmonaire dans la MPOC est
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en inflammation. Cependant, les évidences de la propagation de I'inflammation des

poumons aux muscles restent a étre demontrées.
1.2.5 Déficit hormonal

Le déseéquilibre entre les facteurs anaboliques et cataboliques est une

hypothése qui a souvent été avancée pour expliquer l'atrophie musculaire

observée chez certains patients ayant une MPOC. 16162

Une inhibition importante de la synthése protéique peut étre causée par une
diminution des facteurs anaboliques conduisant ultimement a I'atrophie musculaire.

Il s’agit d'un phénomene observé dans différentes conditions reliées avec une

atrophie musculaire telles que le vieilissement, '® rinactivite, '**

165,166

I'hypoxémie
chronique et linflammation chronique. '®’ La réponse anabolique des
cellules musculaires est principalement modulée par des hormones anaboliques
telles que la testostérone, la déshydroépiandrostérone (DHEA), et I'hormone de
croissance (GH) via IGF-l. '®'° par exemple, un déficit au niveau de la
testostérone circulante chez des sujets masculins a été associé avec le cours
normal du vieillissement """ et la présence d’'une maladie chronique. "2 Une étude
a associé la diminution de la force musculaire avec de faibles niveaux de
testostérone circulante. '"® Ce déficit en testostérone, combiné avec de la fatigue
ou une diminution d’énergie, est un phénomeéne fréquemment observé dans la
MPOC. "' Par ailleurs, un supplément en testostérone a permis d’augmenter la
masse et la force musculaire des sujets ayant une MPOC, confirmant le réle

primordial de cette hormone chez ces patients. '’

Une diminution généralisée des facteurs anaboliques chez les patients
MPOC comparativement a des sujets d'ages similaires avec des fonctions

pulmonaires normales peut engendrer l'initiation de I'atrophie musculaire.
1.2.6 L’hypoxémie

L’hypoxie chronique est capable de causer une diminution de la masse

musculaire comme démontrée lors d'une expédition a plus de 5000 m d’altitude.
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Aprées huit semaines en altitude, les alpinistes participants ont subi une perte de

10 % de leur masse musculaire. '’

Notre laboratoire a recemment démontré que I'hypoxie chronique cause une
diminution de la synthése protéique par la voie de signalisation de I'lGF/PI3K/Akt
en plus d'augmenter la deégradation protéique via la voie de ['ubiquitine-
protéasome. '"® L’hypoxie peut également affecter la régénération musculaire en
inhibant la différenciation des myoblastes par la dégradation du facteur de
transcription MyoD, responsable en partie de ce processus. '"® La diminution
locale en oxygene peut également conduire a une inflammation locale contribuant

a I'atrophie musculaire. '®

Malgre que les patients ayant une MPOC aient souvent des degrés faibles a
modérés d’hypoxeémie, nous pouvons raisonnablement postuler que ce mécanisme
puisse participer au développement de I'atrophie musculaire. L’hypoxémie ne peut
cependant pas entierement expliquer I'atrophie musculaire puisque certains

patients en processus d'atrophie ne souffrent pas d’hypoxémie.
1.2.7 Régénération musculaire

Le muscle squelettique est principalement formé de cellules multinucléées
hautement différenciées alors que, les myotubes formeront les fibres musculaires.
En périphérie des fibres musculaires, on retrouve les cellules satellites. Celles-ci
constituent la principale source de cellules résponsables du maintien, de
I'hyperplasie et de la réparation des muscles squelettiques au cours de la vie
adulte. "' De fait, les cellules satellites sont responsables de 99 % de la réparation
tissulaire a I'age adulte. '® Elles sont retrouvées a I'état de quiescence sous la
membrane des fibres musculaires. '® Les cellules satellites sont activées suite a
des bris ou des dommages, lesquels induiront la relache de signaux dans
I'environnement. '%'% Suite a leur activation, les cellules satellites devenues
myoblastes, proliférent et se différencient en myotubes pour réparer ou former une
nouvelle fibre musculaire. '® La figure 1.6 représente les options qui se présentent

aux cellules satellites suite a leur activation. Suite a I'activation et la prolifération,
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les cellules nouvellement formées peuvent fusionner a une fibre endommagée, en
former une nouvelle ou retourner a I'état de quiescence. Une anomalie dans un de
ces processus rendra le mécanisme de régénération musculaire déficient. |l est
possible qu'un tel phénoméne prenne place et contribue au développement de
I'atrophie musculaire dans la MPOC. Cette hypothése sera discutée en détail dans

la prochaine section.

resting myofiber
Quirescend satcllite cell myotrauma *
—
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"Saaguast’ and proliferation
self-renewal
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central nuclei z : :
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Figure 1.6 Option se présentant aux cellules satellites suite a leur activation. '
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1.3 Les cellules satellites

Avant d'aborder les caractéristiques physiologiques des cellules satellites,

une description de la structure du tissu musculaire squelettique s'impose.
1.3.1 Le muscle squelettique

La structure du muscle squelettique est schématisée a la figure 1.7. La fibre
musculaire (myofibre) est l'unité de base du muscle squelettique et s’assemble
avec d’autres fibres pour former un faisceau musculaire. '®® Les fibres sont
entourées de tissus conjonctifs et regroupées entre elles afin de former un muscle.
Les fibres musculaires sont des cellules multinucléées. Les cellules satellites se
retrouvent a leur périphérie. Les noyaux musculaires sont egalement confinés en

périphéries de la fibre musculaire. '

Chacune de ces myofibres contient de
nombreuses myofibrilles lesquelles sont constituées d’'un arrangement en série et
en paralléle de sarcoméres. Le sarcomére, unité contractile de base, est composé
d’'un arrangement de filaments épais et fins. '®® De fagon générale, la myosine
compose les filaments épais tandis que I'actine compose les filaments fins pour

donner naissance aux complexes d’actomyosine.
1.3.2 Généralités

Les cellules satellites ont été identifiées pour la premiere fois en 1961 par
* Alexander Mauro. ' Elles ont été décrites comme étant des cellules associées a
la périphérie des myofibres, d'ou l'appellation cellule satellite. Elles ont été
identifiées sur la base de leur localisation, mais également sur le fait qu’'elles
possédent un ratio élevé d’hétérochomatine relativement a la proportion
d’euchromatine. ' L’hétérochromatine est de I'ADN transcriptionnellement inactif
reflétant I'état de quiescence cellulaire. De fait, les cellules satellites sont
retrouvées a I'état de quiescence entre le sarcolemme et la lame basale. '* Elles

comptent pour 2 @ 5 % des noyaux retrouvés dans les muscles squelettiques. e
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Figure 1.7 Structure macroscopique et microscopique d'un muscle squelettique. !
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Les cellules satellites constituent le principal réservoir de cellules participant
a la régénération du tissu musculaire au cours de la vie adulte. '* Sous linfluence
de différents signaux provenant de l'environnement, les cellules satellites
s'activent, proliférent et expriment des marqueurs myogéniques. '®® Suite a la
prolifération, les cellules satellites prennent I'appellation de myoblastes. '* Trois
options se présentent aux myoblastes : 1) retourner a I'état de quiescence pour
maintenir la population de cellules satellites constante; 2) fusionner avec une fibre
musculaire endommageée afin de la réparer ou; 3) fusionner entre elles pour former

une nouvelle fibre musculaire (figure 1.7). '®

La distribution des cellules satellites différe selon I'dge, le groupe
musculaire, le type de fibres et le site topographique étudié sur la fibre. Chez un
organisme naissant, les cellules satellites constituent prés de 20 % des noyaux
dans un muscle donné. '* Par la suite, leur.nombre se stabilise autour de 5 %
durant la vie adulte et diminue a environ 2 % chez la personne agée. '* Le
nombre de cellules satellites varie également selon le groupe musculaire. Les
fibres oxydatives contiennent jusqu’'a six fois plus de cellules satellites que les
fibres glycolytiques. ¥ Par exemple, le nombre de cellules satellites dans un
muscle oxydatif comme le soleus est deux a trois plus élevé que dans un muscle
glycolytique comme le tibialis anterior. '*® De plus, les cellules satellites ont
tendances a se regrouper autour des jonctions neuromusculaires, '*° des

2% et des noyaux des fibres musculaires ' possiblement pour assurer

capillaires
une meilleure régulation de leurs activites et favoriser la détection des

changements de I'environnement.
1.3.3 Formation des cellules satellites

L'origine embryonnaire des cellules satellites est toujours controversée. Il a
eté postulé que les cellules satellites seraient originaires des somites tout comme

les myoblastes, chacune constituant une lignée cellulaire distincte. 2%

Durant le développement, les cellules appelées « myogenic precursor

cells » migrent vers les membres inférieurs pendant 'embryogenese et forment les
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muscles squelettiques. 293 Lors de I'embryogenése, les « myogenic precursor
cells » expriment la protéine c-met qui est un marqueur établi des cellules
satellites, ajoutant un argument a I'hypothése que les cellules satellites sont une

204 || est

sous-population des cellules qui migrent et qui forment les muscles.
intéressant de noter qu'en l'absence de l'expression de c-met au niveau

embryonnaire aucune musculature ne se développe. 2%

Contrairement au postulat précédent, des cellules ayant des propriétés
semblables aux « myogenic precursor cells » donnant naissance aux cellules
satellites ont été isolées hors des somites lors de 'embryogenése. ?*® Ces cellules
expriment des marqueurs associés aux cellules endothéliales. % Cette
observation remet en question I'origine embryonnaire des somites et suggére une

origine endothéliale des cellules satellites,

Dernierement, une expérience a demontré sans equivoque l'origine de la
majorité des cellules satellites. Par I'utilisation de la « green fluorescent protein »,
ils ont décrit le mouvement des cellules des somites au cours de I'embryogenése.
07 Cette expérience a permis de conclure qu’approximativement 91 a 95 % des
cellules qui forment les cellules satellites et qui expriment Pax7 (un facteur de

transcription spécifique a ces cellules) proviennent des somites. 2%

De fait, une deuxieme population de cellules qui participent a la
régénération musculaire a commencé a étre étudiée au cours des derniéres
années. “®® Cette population est appelée « muscle side population » dérivée de
cellules pluripotentes, les « muscle-derived stem cells ». 2°® Ces cellules auraient
la capacité de se différencier en cellules hématopoiétiques, qui elles en plus de

2

pouvoir produire toutes les lignées des cellules sanguines, %9 peuvent produire

des cellules hépatiques, 2'° des cellules musculaires cardiaques, ?'" des cellules

212 et différents types de cellules épithéliales. 2'* Dans un

endothéliales vasculaires
modéle murin irradié, qui inactive toutes les cellules souches, une injection de
« muscle-derived stem cells » a permis de reconstituer le répertoire complet de
cellules hématopoiétiques. °® Une deuxiéme expérience, ol des « muscle side

population » ont été injectés dans un muscle, ont participé activement a la
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régénération musculaire par la formation de myotubes. *'* Ces différents constats
démontrent l'existence d'une deuxiéme population de cellules distinctes et

differentes des cellules satellites.

De fagon genérale, les cellules satellites et les myoblastes seraient dérivés
de deux lignées des « mesodermal precursor cells » provenant des somites.
Toutes ces expériences démontrent la possibilité que les cellules musculaires
progénitrices, comprenant les cellules satellites soient une population hétérogéne

avec différentes sous-populations.
1.3.4 Activation

Les blessures musculaires résultent de la désorganisation des filaments
d’actomyosine et du déchirement du sarcolemme. Ces déchirures augmentent la
perméabilité de la membrane causant un influx intracellulaire de calcium et la
libération extracellulaire de créatine kinase. ?'° L'augmentation du calcium
intracellulaire est responsable de I'activation des calpaines, des protéases dont
lactivité est dépendante du niveau de calcium. ?'® L'activation de ces protéases
engendre une désorganisation de I'architecture des fibres musculaires. #'” Au site
endommageé, il y a une infiltration séquentielle de neutrophiles et de monocytes,
précurseurs des macrophages. 2'® Les cytokines relachées dans I'environnement
par le tissu nécrotique sont un signal chimiotactique pour ces cellules. 2'%%%° Les
neutrophiles sont le premier type cellulaire a envahir le site endommagée avec une
augmentation significative de leur nombre dans les six premiéres heures suite a la
blessure. ?*' Dans les 48 heures suivant la blessure, les macrophages deviennent
le type cellulaire dominant et se chargent de phagocyter les débris cellulaires en
plus d’activer la réparation cellulaire. #*? La libération de certaines cytokines et de
facteurs de croissance stimule la réparation et la régénération tissulaire via

I'activation des cellules satellites. >

L'étape initiale de la régénération musculaire est I'activation et la
prolifération des cellules satellites. ?** L'inhibition de ces activités par la colchicine

(inhibiteur de la division mitotique) ou l'irradiation démontre I'importance de celles-
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ci dans la capacité de régénération du tissu musculaire par I'absence de
régénération. ??° |'ensemble des nouveaux noyaux provenant des cellules
satellites se répartit entre la réparation des fibres endommagées et la formation de

nouvelles fibres. 227%%°

Les fibres nouvellement formées/réparées sont
morphologiquement plus petites et leurs noyaux sont centraux. 2*° Ces fibres
toujours immatures ont tendance a étre basophiles reflétant le haut niveau de
synthése protéique. ' De plus, ces nouvelles fibres expriment spécifiquement la
chaine lourde de myosine embryonnaire. ?*? La migration des noyaux centraux
vers la périphérie confirme la maturité des nouvelles fibres. L'hypertrophie des

fibres vers un volume similaire aux fibres existantes termine le processus. %*°
1.3.4.1 Signaux d’activation

Il existe une panoplie de signaux (hormones, cytokines, neurotransmetteurs
et facteurs de croissance) capable d'activer les cellules satellites comme il est
illustré a la figure 1.8. Ces signaux proviennent de la réponse immunitaire, du
systéme vasculaire, du systéme nerveux et de maniére autocrine par les cellules

satellites elles-mémes. Ces

Immune Response Other Factors Motor Neuron
facteurs favorisent
macrophages II-ITG
neutroph'l " . . s .
e PDGF tesioserone l'activation, la prolifération
platelets g‘:‘;ﬁm nitric oxide
GF1I et la multiplication des
FGF .
° HGF el cellules satellites. Par

TGF-p

ailleurs, ces facteurs sont
capables d’attirer et
d’activer les cellules
satellites qui ont établi leur

niche plus loin sur une fibre

IGF-1 i i i
o musculaire afin de venir
FGF - . . I ' ra E
Hae participer a la régénération
B
musculaire. *#%
Vasculature Autocrine Factors
Figure 2.8 Multiples signaux d'activation des cellules satellites. * Le premier facteur de
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croissance tres important et qui serait possiblement le premier capable d’induire
I'activation des cellules satellites est '« Hepatocyte Growth Factor » (HGF). #*®
Le HGF a comme récepteur la protéine c-met qui est exprimée durant
I'embryogenése alors que les cellules sont au stade de « myogenic precursor
cells ». La concentration de ce facteur de croissance est proportionnelle au degré
de sévérité de la blessure. **®* Le HGF stimule la multiplication des cellules
satellites en favorisant leur entrée dans le cycle cellulaire en plus d’inhiber la

différenciation cellulaire. 2°72%

Il faut savoir que les cellules satellites suite a leur
activation effectuent plusieurs rondes de multiplication sans se différencier afin de
produire un nombre adéquat de myoblastes, d’ou I'importance d’inhiber la
différenciation. ?° Le HGF est également un chimioattractant favorisant la
migration des cellules satellites vers les fibores endommagées et la régénération

musculaire. 236,240-243

Les muscles squelettiques sécrétent I' « Insulin-like growth factor» (IGF-1
et -2), deux facteurs de croissance importants dans la régulation de la régénération

244-246

musculaire. lls favorisent la prolifération et la différenciation des cellules

satellites en plus de participer a la réponse hypertrophique des muscles par

247249 importance d'IGF-1 dans la

l'augmentation de la synthése protéique.
régénération musculaire a été démontrée chez des souris agées. Suite a
I'induction de bris musculaires chez ces souris et de l'injection d'IGF-1 dans les
muscles, ces souris ont démontré une meilleure capacité de récupération et une
augmentation de leur masse musculaire comparativement a des souris ne
recevant pas d'IGF-1. *° Ce facteur de croissance favorise également la survie
cellulaire en inhibant 'augmentation de I'apoptose habituellement observée avec le
vieillissement. 25! Plusieurs voies de signalisation sont susceptibles d'étre activees
par I'lGF-1 ayant pour résultat la stimulation de la prolifération cellulaire. Ces voies
sont essentiellement celles de la PI3K (Akt, mTOR) et des « Mitogen-activated

protein » (MAP/ERK).2%%%%°

Le « Fibroblast Growth Factor » (FGF) est un facteur de croissance

important dans les premiers stades d'activation des cellules satellites. “**?°® On
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retrouve ce facteur de croissance sous neuf isoformes différentes dont la majorité
favorise la prolifération des cellules satellites en plus d'avoir un effet synergique
lorsque couplé au HGF. *° Tout comme le HGF, le FGF favorise la prolifération et
la multiplication des cellules satellites en inhibant la différenciation. 26%?' Chez des
souris adultes déficientes en FGF-6, une isoforme spécifique au muscle
squelettique, on observe une défaillance dans la prolifération des cellules satellites
conduisant a une altération de la régénération musculaire. %> Le FGF induit
preférentiellement l'activation de la voie de signalisation des MAP/ERK kinases

afin de promouvoir la prolifération des cellules satellites. %%

Certains membres du groupe des « Transforming Growth factors-g »
(TGF-B) exercent des effets sur les cellules satellites. Leurs signaux sont transmis
par la voie de signalisation impliquant les différentes protéines de la famille des
SMAD. ?** Une fois activées, ces protéines se transloquent au noyau pour
transcrire les génes cibles. ®° De maniére générale les membres de la famille du
TGF-B exercent un effet d’inhibition sur la prolifération et la différenciation des
cellules satellites. *°*?%® Ces facteurs agissent en atténuant I'activation de la
myogeneése par l'inhibition de I'expression des membres de la famille des facteurs
de transcription tels que MyoD. % Les membres de la famille du TGF-8 sont
généralement exprimés a la fin du processus de regénération afin d'empécher une
réponse hypertrophique exagérée. ’° Un membre important de cette famille est la
myostatine qui est spécifiquement exprimée dans le muscle. *’' Elle régule
négativement la masse musculaire par des mécanismes qui restent a éclaircir.
Cependant, I'absence ou le blocage de l'activité de la myostatine conduit a une
importante hypertrophie musculaire notamment par 'augmentation de l'activité des
cellules satellites. 2’ A linverse, lorsqu'on augmente son expression, une
importante atrophie musculaire est observée. Ce phénoméne serait lié a l'inhibition
de l'activation des cellules satellites et a la stimulation de la dégradation des

protéines contractiles. 2"

La derniere cytokine abordée est I'interleukine-6 (IL-6) qui est produite par

divers types cellulaires incluant les myoblastes et les macrophages. >’* L'IL-6 induit
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la synchronisation du cycle cellulaire des cellules satellites, la dégradation du tissu
endommageée, et 'apoptose des macrophages a la fin de la réparation afin d’éviter

un processus inflammatoire exagéré. 2’

Plusieurs autres facteurs sont capables d'induire [l'activation et la
prolifération des cellules satellites. Parmi ces facteurs on retrouve le I'oxyde
nitrique (NO), ?® le « Platelet-derived growth factors (PDGF)», ?’" « 'Endothelial-
derived growth factors (EGF)» 278 et la testostérone. 2’° L’activation des cellules
satellites est un processus finement régulé qui nécessite l'intervention de plusieurs

cytokines et facteurs de croissance provenant de leur environnement.
1.3.4.2 Myogenése

La myogénése se définit par les étapes auxquelles une « myogenic
precursor cells » progresse pour devenir une cellule musculaire. Ces stades
cellulaires sont : la « myogenic precursor cells », la cellule satellite, le myoblaste,
le myotube et la fibre musculaire. ®° Au niveau embryonnaire, les « myogenic
precursor cells » se déterminent en cellules satellites et établissent résidence dans
les muscles a I'état de quiescence au stade adulte. ?** Suite a un signal
d'activation, les cellules satellites proliférent en myoblastes pour éventuellement se
différencier en myotubes. Plus tard, ces myotubes fusionnent entre eux afin de

former une nouvelle fibre musculaire qui est I'unité de base d’un muscle. %'

Au niveau embryonnaire deux voies de signalisation sont impliquées dans la
progression des « myogenic precursor cells » vers le stade de cellule satellite. Ce
processus est du ressort de la voie de signalisation Notch et de la voie du Wnt. 2
Au niveau adulte, ces voies seront également responsables du contréle de la
myogénése lors de I'activation des cellules satellites. ?®*?** Ces voies sont induites
par des facteurs de transcriptions spécifiques aux cellules satellites tels que Pax7
et Pax3. 2%°?% | a protéine Pax7 est membre de la famille des facteurs de
transcription « paired-box » impliqués dans le développement des muscles
squelettiques des membres, du tronc et du systéme nerveux central. 287 Ce facteur

de transcription est responsable de la spécification des cellules satellites en
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myoblastes et est exprimé dans ces cellules tant a I'état de quiescence que
lorsqu’elles sont activées. ?®® Pax3 est un autre membre de cette famille et est
pour sa part responsable de la régulation de la spécification des « myogenic
precursor cells » en cellules satellites dans les somites durant 'embryogenése. 2%
L'expression de Pax7 est primordiale a la fonction et a la survie des cellules

satellites. %*°

L'expression de Pax7 a été associée avec les noyaux centraux des fibres
nouvellement formées suggérant que les cellules satellites recemment activées et
participant a la régénération sont du ressort des cellules sous le contréle de ce

facteur de transcription. %°' L

importance du facteur de transcription Pax7 pour le
bon fonctionnement des cellules satellites a été démontrée chez des souris ayant
deux alléles désuets du géne Pax7 (Pax7-/-). * Ces souris naissent normales,
mais ne peuvent croitre jusqu’au stade adulte avec une diminution de 50 % de leur
masse musculaire comparativement a des souris normales agées de 7 jours. Ces
souris mutantes meurent habituellement aprés deux semaines. En plus d'avoir une
reduction importante de la taille de leurs fibres musculaires, et non pas du nombre
de fibres, ces souris n'ont aucune cellule satellite. ** De plus, on observe une
quasi-absence de régenération musculaire chez les souris Pax7-/- démontrant que
les cellules satellites agissent en tant que systéme principal pour la réparation des
muscles endommagés. Donc, suite a I'activation des cellules satellites qui se fait
par I'entremise de Pax7 et qui est critique, ces cellules s’engagent dans le cycle

cellulaire afin de proliférer en myoblaste.

La spécification de l'identité des cellules satellites en myoblastes requiert
I'activite de MyoD et Myf-5, deux facteurs de transcription faisant partie de la
famille des « Myogenic Regulatory Factor» (MRF). MyoD et Myf-5 sont
spécifiquement exprimées durant la phase de prolifération. 2*?% L’augmentation
du niveau du facteur de transcription MyoD est un événement qui se déroule
durant les 12 premiéres heures suite a la blessure et est détectable avant tout

297

autre signe de division cellulaire. Il n'est pas encore évident quel facteur

essentiel entre MyoD ou Myf-5 est exprimé en premier pour 'engagement dans la
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myogénése, mais rapidement MyoD et Myf-5 seront coexprimées. 2%32%° | e facteur
de transcription MyoD joue également un réle important lors de la différenciation.
Cette observation est supportée par un modéle de souris MyoD-/- chez laquelle
une diminution du potentiel de régeénération est observée. Spécifiquement, une
augmentation du nombre de cellules satellites et une diminution de nombre de

myotubes suite a I'induction d’'une blessure sont rapportées. o

Determiner le role de Myf-5 fut une tache plus ardue puisqu’aucun modéle
de souris n'est viable en 'absence de ce facteur. *°' Une hypothése a émané
supportant l'idée qu'il ait deux lignées de cellules satellites differentes soit celle
exprimant MyoD et I'autre Myf-5. 3% Cette hypothése se base sur I'observation
qu'une proportion des cellules satellites retourne a I'état de quiescence afin de
garder la population constante. Une des lignées représente environ 80 % des
cellules satellites et serait celle qui participerait a la régénération. ** L'autre lignée
se développe plus lentement et retournerait a I'état de quiescence aprés le
processus de multiplication. Deux scénarios ont été retenus pour expliquer
comment des cellules ayant les mémes origines peuvent se comporter
differemment. Le premier scénario serait une division asymetrique produisant
environ une cellule sur quatre capable de retourner a I'état de quiescence. ** Le
deuxiéme scenario serait une division symétrique de la cellule-mére, mais parmi
les cellules filles certaines seraient capable de se retirer du cycle cellulaire pour
retourner au stade de quiescence. ***3% Actuellement, les observations iraient plus
en faveur de la division asymeétrique avec le facteur de transcription Myf-5 qui

aurait un réle important a jouer dans ce processus. %

Eventuellement, les nouveaux myoblastes amorcent I'expression de deux
autres MRF tardifs, la myogenine et MRF4 afin de débuter la difféerenciation

terminale. 397

Il s’en suivra I'activation de la protéine p21 qui se chargera de I'arrét
du cycle cellulaire. **® La différenciation terminale sera complétée par I'expression
de génes spécifiques aux cellules musculaires telle que la chaine lourde de
myosine et éventuellement la fusion a la fibre endommagée. **'° Une

caracteristique des fibres nouvellement formées est la présence de noyaux
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centraux exprimant MRF4. La maturation des fibres nécessite la migration des
noyaux centraux en périphérie de la fibre et I'induction des génes spécifiques aux

cellules musculaires en différenciation terminale qui est du ressort de MRF4. 3"

Pour une régénération musculaire compléte, les myoblastes doivent
fusionner entre eux pour former des myotubes. Cette fusion nécessite I'intervention
de protéines membranaires telles que les cadherines qui favorisent les contacts
cellules-cellules afin de permettre la différenciation et la fusion des myotubes. '
Drailleurs, 'expression de ces protéines est augmentée dans un muscle en phase

de régénération musculaire. >

La formation, I'activation, la prolifération et la différenciation des cellules
satellites sont des _phénoménes sous le contréle de plusieurs facteurs de
transcription. La régulation temporelle de ces intervenants méne a la formation
d’'une cellule musculaire a partir d'une cellule nommée « myogenic precursur
cell ». Chaque intermédiaire est primordial au bon fonctionnement de la

myogenese pour le maintien de la masse musculaire.

1.3.5 Causes possibles de I'implication des cellules satellites dans 'atrophie

musculaire.

La section 1.2.1 a démontré limportance d'une fine régulation entre la
synthése et la dégradation protéique pour le maintien de la masse musculaire. Un
déséquilibre de cette balance conduit a I'atrophie musculaire. L'implication des
cellules satellites quant a leur possible contribution dans les processus conduisant
a l'atrophie musculaire on jusqu’'a présent eté peu étudiée. Puisque les cellules
satellites sont la principale source de cellules ayant pour réle le maintien et la
réparation du tissu musculaire au cours de la vie adulte, il apparait plausible qu’un
dereglement de cette fonction puisse contribuer au développement de I'atrophie
musculaire. Il existe plusieurs phénomeénes qui peuvent conduire a une

régéneration déficiente.
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1.3.5.1 Altération des capacités intrinséques des cellules satellites

Il est généralement accepté que le potentiel de régénération diminue avec
le vieillissement d’un individu. *'* Plusieurs études ont relié une altération des
capacités intrinseques des cellules satellites et une diminution du potentiel de
régénération. Par exemple, une diminution du nombre de cellules satellites, une
altération au niveau de leurs capacités prolifératives et une incapacité a se

différencier correctement en myotubes sont des hypothéses plausibles.

Premierement, en ce qui concerne la diminution du nombre de cellules
satellites, il s’agit d’'une hypotheése difficile a vérifier. D'abord parce qu'il existe une
variation quantitative entre les especes, le type musculaire, la composition des
fibres, et les marqueurs utilisés pour detecter les cellules satellites. Il faut savoir
quil y a une diminution genéralisée de I'expression des marqueurs pour
lidentification des cellules satellites avec I'age. '°' Par exemple, dans le muscle
vastus latéralis humain, une diminution du nombre de cellules satellites a été
observée chez des sujets agés (70.8 + 1.3 ans) comparativement a des sujets
jeunes (28.7 + 2.3 ans). *'° Toutefois, on peut se demander si ce déclin du nombre
de cellules satellites a vraiment des conséquences fonctionnelles sur la capacité
regenerative. En effet, une cellule satellite soumise a un environnement adéquat et
des stimuli appropriés sera en mesure de produire suffisamment de cellules’
musculaires pour réparer le muscle si I'on se fie a I'étude ayant transplanté des
muscles de souris agées dans des souris jeunes. *'° Les auteurs ont pratiqué une
intervention visant a transférer les muscles atrophiés (extensor digitorum longus)
provenant de souris agées a des souris jeunes. Suite a la transplantation, le
pourcentage de cellules satellites activées était quatre fois plus important dans les
muscles agés dans les souris jeunes que dans les souris contréles. Deux mois
aprés la transplantation, les souris jeunes ayant subi une autotransplantation, et
servant de contréle a lintervention, avaient une masse musculaire de 67 %
relativement a la masse musculaire des souris jeunes contréles. Cependant, les
muscles de souris agées transplantés dans les souris jeunes avaient une masse

de 144% relativement a leurs controles. *'” Cette derniére expérience démontre
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gue méme dans un muscle en processus d’atrophie ou les cellules satellites sont
peu actives, replacer le muscle dans un environnement favorable rétablit leurs

potentiels d'activation et de régénération.

Une incompétence a s'activer correctement suite a un stimulus ou a une
blessure peut considérablement réduire le potentiel de régénération. Ce
phénomeéne a été observé dans la sarcopénie. 18 par exemple, a la suite d'une
blessure, I'inflammation persiste environ 48 heures. Si les cellules satellites a ce
site ne s’activent pas durant cette période, les signaux d'activation disparaissent.
Cette période est critique pour I'activation des cellules satellites et une incapacité a
déceler ces signaux peut considérablement avoir un effet sur la régénération

musculaire.

Une incapacité a se différencier en myotube et fusionner correctement aux
fibores musculaires est une autre possibilité reliant I'atrophie musculaire et
l'altération du potentiel des cellules satellites. Ce dernier phénoméne est observé

dans la sarcopénie ' 320,321

et dans les dystrophies musculaires. L'etape
culminante d'une cellule satellite consiste a former un myotube et fusionner en
fibore musculaire. Une incapacité a se différencier en myotube rend inutile la
prolifération des cellules satellites pour réparer le tissu musculaire puisqu'elles

seront incapables de former de nouvelles unités contractiles.

De plus, la progression d'une cellule satellite vers un myotube nécessite
lintervention des différents MRF précédemment cités. Dans un modéle de souris
ayant une inflammation pulmonaire, le TNF a été démontré comme un médiateur
alterant le processus de différentiation par la déstabilisation de la protéine MyoD.
32232 || faut se rappeler que MyoD est un facteur de transcription essentiel a la
progression d'une cellule satellite vers un myotube et la déstabilisation de la
protéine est responsable de la diminution de son activité. Cette baisse d’activité

induit une diminution de la régénération musculaire.

Une altération des capacités intrinséques des cellules satellites peut se

traduire par une incapacité a s'activer, a proliféerer et a se différencier
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normalement. Un délai dans I'activation combiné avec une incapacité a proliférer et
se difféerencier correctement est une hypothése avancée pour expliquer une

diminution de la régénération musculaire.
1.3.5.2 Environnement des cellules satellites

L'environnement dans lequel se retrouvent les cellules satellites est trés
important puisque l'activation de ces cellules est conséquente a la détection des
‘signaux d’activation qu’elles percevront de leur milieu. Une expérience élégante
effectuée en 2005 a démontré hors de tout doute I'importance de facteurs, non
identifiés, présents dans la circulation sanguine sur I'activité des cellules satellites.
Le design expérimental consistait a relier le systéme vasculaire de deux souris
entre elles pour qu'elles deviennent un systéme circulatoire unique. *** Lorsqu'il
s’agit d’'un pairage parabiotique hétérochonique (souris jeune avec souris agée) ou
isochronique (deux souris jeunes), le potentiel de régénération est conservé chez
les jeunes souris ou est restauré chez les souris agees. Lorsqu’il s’agit d'un
pairage isochronique (deux souris agees), il y a quasi absence de regéenération.
Donc, avec I'age les cellules satellites conservent leurs potentiels de régénération,
mais la présence de facteurs inhibiteurs ou la diminution des facteurs activateurs
dans I'environnement sont responsables de la diminution de l'activité de cellules
satellites. **° |l est possible que I'inflammation systémique probablement présente
dans la MPOC puisse rendre I'environnement inadéquat pour I'activité des cellules

satellites. *° I

inflammation est un signal d'activation nécessaire pour I'activation
des cellules satellites tel que démontré dans une étude avec des sujets utilisant
des anti-inflammatoires et 'absence de reparation musculaire suite a un exercice.
327 Cependant, une trop grande concentration de cytokines inhibent l'initiation de la
différenciation des cellules musculaires récemment activées. *?° De fait, la réponse
des cellules musculaires aux TNF via la voie du NF-kB réduit considérablement

I'expression de MyoD et I'accumulation de la chaine lourde de myosine. *%
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1.3.5.3 Accélération du déclin des fonctions des cellules satellites

Chaque organisme est doté d’'une durée de vie cellulaire dépendante de la
capacité de régénération et de réparation des organes et tissus. Avec I'age, on
observe une diminution de cette capacité. **** || serait donc plausible qu’une
accélération du déclin des fonctions des cellules satellites dans les muscles

squelettiques altére le potentiel de régénération.

La diminution du potentiel de régénération observée avec I'dge a jusqu’a
présent été associée avec le déclin des fonctions des cellules satellites. **' Avec
I'age, il y a une réduction marquée de I'activation et de la prolifération des cellules
satellites conduisant & une altération de la régénération musculaire. **? De tels
changements intrinséques dans les fonctions des cellules satellites acquises avec
'age ou reliées a une activation extensive pourraient étre responsables de la
diminution du potentiel de régénération. L'activation et la prolifération des cellules
satellites dans la voie myogénique sont dépendantes de I'expression de genes
spécifiques a la lignée musculaire. Les voies de signalisation Notch et Wnt
contrélent la progression des cellules satellites en cellules musculaires suite a
leurs activations. **' Des altérations au niveau des intermédiaires de ces voies ont
été observées dans la perte de masse musculaire reliée a la sarcopénie. ** De
fait, les ligands du récepteur Notch, Delta-like-1 et Jagged1, ont une expression
atténuée dans les muscles de personnes agés comparativement a des sujets
jeunes. *** De plus, chez des souris 4gées, le simple fait d'induire I'activation de la
voie Notch par Delta-like-1 permet de rétablir I'activation des cellules satellites et la
myogénése comme celle observée chez des souris jeunes suite a une blessure. **°
Dans cette atteinte, il a été observe un délai dans I'activation des cellules satellites
suite a un signal d’activation qui a résulté en une diminution de la réparation

musculaire généralement produite. ***°

Une fine régulation temporelle de ces deux voies, Notch et Wnt, est
nécessaire pour amener une cellule satellite a former un myotube et réparer le
muscle. L'age, tout comme une condition modifiant I'environnement systémique,

est susceptible d'altérer cette régulation et la régénération musculaire. Une
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réponse déficiente de la régénération musculaire pourrait plausiblement causer

une atrophie musculaire.
1.3.5.4 Augmentation de I'apoptose cellulaire

L'apoptose des cellules satellites a pour l'instant été démontrée dans la
sarcopénie et la dénervation, deux conditions causant une sévére atrophie
musculaire. %% |’apoptose est un processus responsable de la mort propre de
cellules intactes afin de conserver 'homéostasie entre la croissance cellulaire et la

mort cellulaire.

L'apoptose est un phénoméne beaucoup moins décrit dans les tissus
multinucléés en différenciation terminale tels que les muscles squelettiques.
Cependant, I'activation de I'apoptose et la signalisation associée ont toutes deux
ete démontrées dans différentes conditions conduisant a l'atrophie musculaire.
Une hypothése a été émise faisant mention que chaque noyau dans une fibre
musculaire régule un certain volume cytoplasmique ol il se situe. **' L'élimination
de noyaux dans une fibre musculaire par apoptose est un processus réel qui a été
démontré par la technique de TUNEL (Terminal deoxynucleodityl Transferase-
mediated dUTP-biotin Nick End Labelling) dans les conditions causant une

343 et

atrophie musculaire telle que la dystrophie musculaire, **? la dénervation
limmobilisation. *** La diminution du nombre de cellules satellites par apoptose et
du déclin de leur potentiel de proliferation est responsable de l'altération de la

régénération musculaire. >34

Il est plausible de croire qu'un phénomene de la sorte accentue I'atrophie
musculaire dans les muscles squelettiques de patients ayant une MPOC.
L'inflammation systémique retrouvée chez ces sujets entraine un environnement
favorable a 'augmentation de la susceptibilité des cellules satellites a I'apoptose.
Une augmentation de I'apoptose des cellules satellites contribue a diminuer le

nombre de ces cellules pouvant participer a la régénération musculaire.
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1.3.5.5 Sénescence réplicative des cellules satellites

L'épuisement du potentiel de régénération des cellules satellites est un
phénomeéne pouvant étre cause par une utilisation exagérée des cellules satellites.
Cette surutilisation conduisant a I'épuisement du potentiel des cellules satellites est

un phénomeéne observé dans les dystrophies musculaires.

Toutes cellules somatiques ont une durée de vie déterminée par la longueur
de leur télomére di a I'absence de télomérases. **" Les téloméres sont une
structure non-codante retrouvée a l'extrémité des chromosomes servant a la
protection contre la dégradation des sections codantes de IADN et la
recombinaison. |l s’agit d’'une répétition de TTAGGG d'une longueur variant entre
10 kpb et 12 kpb dans les cellules musculaires humaines. *** DG au mode de
réplication semi-conservatif des cellules eucaryotes, il y a une diminution de la
longueur des télomeéres a chaque division puisque la portion en 3' ne peut étre
répliquée. **° Ce qui résulte en une diminution de la longueur des chromosomes
apres chaque division cellulaire. Lorsque la longueur des téloméres atteint entre 5
a 7 kbp les cellules deviennent sénescentes et ne participent plus a la régénération
musculaire. *° Dans la dystrophie musculaire de Duchenne, I'épuisement du
potentiel de régénération des cellules satellites est la principale explication de la
progression fulgurante de la maladie. La fragilité des muscles causée par
'absence de la protéine structurale, la dystrophine, amplifie les dommages
musculaires et ainsi accentue I'activation des cellules satellites. La multiplication
exagéerée des cellules satellites cause une diminution de la longueur des télomeres
qui culmine en la sénescence réplicative et diminue le nombre de cellules satellites
pouvant réparer le tissu musculaire. **' Il s’agit d’'un cas extréme, mais démontre
que l'épuisement du potentiel de régénération des cellules satelltes est un
mécanisme qui cause une atrophie musculaire périphérique. De plus, chez les
athlétes expérimentant de la fatigue induite par I'exercice, il a été observé une
diminution significative de la longueur des téloméres des cellules musculaires. %2
La diminution de la longueur des télomeres cause la sénescence réplicative

empéchant d'ultérieures divisions cellulaires. Ces athlétes ont subi un déclin
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progressif de leur performance, de leur tolérance a I'entrainement et de la fatigue
musculaire excessive qui sont attribuables a une diminution de la régénération

musculaire. 3%
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1.4 Objectifs et hypothéses de recherche
1.4.1 Objectifs et hypotheses de recherche

L'atrophie musculaire périphérique est une conséquence importante de la
MPOC diminuant la qualité de vie et la survie des patients. L'atrophie musculaire
dans la MPOC fait I'objet d’'une recherche étendue ce qui a permis de fonder les
premiéres bases des mécanismes généraux impliqués dans I'atrophie musculaire.
Cependant, il n'existe toujours pas de thérapie prévenant I'atrophie musculaire
dans cette pathologie. Une meilleure compréhension du phénoméne est donc
nécessaire. La réegénération tissulaire est un phénoméne jouant un réle dans le
maintien de la masse musculaire. Un déréglement de cette fonction pourrait
contribuer au développement de I'atrophie musculaire. Présentement, il n'existe
aucune donnée sur l'implication des cellules satellites, principaux acteurs dans la

régenération musculaire, dans cette atteinte.

Afin d’acquérir de nouvelles données sur l'atrophie musculaire dans la
MPOC, un nouveau modele d'étude devait étre développé. Il existe quelques
modeles animaux de maladies pulmonaires, mais aucun ne reproduit les
conditions auxquelles les cellules musculaires sont soumises au cours du lent
développement de la maladie. Ces conditions peuvent affecter le phénotype de
ces cellules gu’elles conserveront par la suite lorsque cultivées in vitro. Le choix a
eté arrété sur le développement d'un modéle de culture cellulaire primaire qui
permet d'étudier directement les cellules humaines et leurs caractéristiques

intrinséques.

Nous avangons comme hypothése que le potentiel de régénération, qui est
du ressort des cellules satelltes est altéré dans les muscles squelettiques

périphériques des patients ayant une MPOC.

L'objectif général de ce projet de maitrise était de développer un modéle de
culture primaire et de caractériser les cellules satellites isolées a partir de biopsie

humaine provenant du vastus /ateralis de patient ayant une MPOC.
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Les objectifs spécifiques étaient de :

1) Développer un modele de -culture primaire de cellules musculaires

provenant de sujets ayant ou non une MPOC.

2) Confirmer le phénotype musculaire des cellules isolées des biopsies en
immuno-histochimie a I'aide du marqueur spécifique aux cellules satellites
Pax7.

3) Evaluer le potentiel de prolifération des cellules satellites isolées par leur

dénombrement en culture sur une période de 96 heures.

4) Evaluer le potentiel de différenciation des cellules satellites en culture par la
qguantification de la chaine lourde de myosine en immuno-empreinte suite a

des extractions protéiques sur une période de 7 jours de différenciation.

L'implication des cellules satelltes dans différents modeles d'atrophie
musculaire a souvent été citée dans la littérature, mais n’a jamais été vérifiee chez
les sujets développant une MPOC ce qui aménera des informations considérables

dans le domaine.
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1.5 Méthodologies

1.5.1 Modéle et méthodologies utilisés

Afin de vérifier notre hypothése concernant l'implication des cellules
satellites dans l'atrophie musculaire chez les personnes ayant une MPOC nous
avons premierement développé un modeéle de culture primaire. Ce modele a en
premier lieu été développé avec des muscles de rats et de souris afin d’établir les

bases du protocole.

La premiére année de ce projet a donc été consacrée presque entierement
au développement et a la mise au point de cette technique. Cette technique fut par
la suite testée sur des échantillons de muscle humain provenant de biopsie du
vastus latéralis afin d’établir les conditions optimales. Par la suite, nous devions
confirmer le phénotype des cellules isolées obtenues a partir du protocole établi.
Cette étape était essentielle puisgu’elle assurait que les cellules en culture étaient
des cellules musculaires. De plus, nous avons étudié le comportement de ces
cellules suite a diverses stimulations afin de veérifier si elles répondaient aux stimuli
et si elles se comportaient comme des cellules musculaires. Enfin, nous avons
enclenché ['étape de caractérisation par I'évaluation du potentiel de prolifération,
du potentiel de différenciation a partir de biopsie mise en culture provenant du

groupe MPOC et témoin.

Au cours de ce projet, plusieurs techniques ont éte utilisées. Parmi celle-ci,
la biopsie a l'aiguille selon la méthode décrite par Bergstrom *** a été le moyen
retenu pour prélever nos échantillons de muscles sur les sujets participants. |l
s’agit d'une méthode invasive locale pratiquée par un médecin qui permet d’obtenir
une bonne quantité de muscle sans affecter la qualité du tissu. Par ailleurs, il s'agit

d’'une intervention réguliérement pratiqué dans notre laboratoire. **°

Par la suite le muscle était transporté aseptiquement jusqu’a la hotte a flux

laminaire afin d’isoler les cellules satellites pour les mettre en culture selon un

35

protocole **° qu'il a fallu adapter aux tissus humains. Pour ce qui est des

51



conditions de cultures, le milieu DMEM low glucose supplémenté de 20% de
sérum feetal de boeuf s'est avéré le milieu de croissance optimal tandis que le
milieu DMEM low glucose supplémenté de 2% de sérum de cheval a été utilisé
pour induire la différenciation des myoblastes en myotubes. La filtration et la
technique de pre-platage sont deux techniques qui ont été utilisés afin d'augmenter
la pureté des cultures. La pureté des cultures a été verifiee en immunohistochimie
contre le facteur de transcription Pax7 spécifiquement exprimé par les cellules

satellites.

Le potentiel de prolifération des cultures a été déterminé par compte
cellulaire avec un hématimétre. Il s’agit d'une lame capable de contenir un volume
précis sur laquelle on retrouve un grillage permettant de compter les cellules par
volume. Le potentiel de différenciation a été analysé par la quantification de la
chaine lourde de myosine en immunobuvardage. La quantité de cette protéine

refléte le niveau de différenciation des celiuies en cultures.

La mise au point et la caractérisation de ce modeéle apporte de nouvelles
données sur les cellules satellites provenant de malades pulmonaires, ce qui
n'avait jamais été fait auparavant. L'étude de la régénération musculaire avec des
lignées cellulaires traditionnelles n'aurait pas permis de vérifier 'hypothése selon
laquelle la régénération musculaire est altérée chez les personnes développant

une atrophie.
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Chapitre 2

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF
PERIPHERAL MUSCLE SATELLITE CELLS
FROM PATIENTS WITH CHRONIC

OBSTRUCTIVE PULMONARY DISEASE.
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Chapitre deux — Article scientifiques

2.1 Isolation and characterization of peripheral muscle satellite

cells from patients with chronic obstructive pulmonary disease.

2.1.1 Résumeé

LE POTENTIEL DE REGENERATION DU MUSCLE PERIPHERIQUE EST-IL ALTERE
DANS LA MPOC?

OBJECTIF : La maladie pulmonaire obstructive chronique (MPOC) est
caractérisee par une obstruction bronchique irréversible et progressive. L’atrophie
musculaire périphérique est fréquente dans la MPOC et a un impact négatif sur la
qualité de vie, la capacité fonctionnelle et la survie des sujets atteints. Un déficit
dans la régenération du tissue musculaire pourrait contribuer au développement de
I'atrophie musculaire mais n’'a jamais été directement évalué chez les sujets ayant
une MPOC. La maintenance et la réparation du tissu musculaire est du ressort des
cellules satellites. Un nombre insuffisant de cellules satellites combiné ou non a un
processus de multiplication et de différentiation déficient pourrait altérer la capacité
du tissu musculaire a récupérer adéquatement suite a I'exercice physique ou a un
dommage musculaire. Nous proposons [I'hypothése que le potentiel de
régenération est déficient chez les patients ayant une MPOC comparativemént a
des sujets sains d’age similaire, contribuant ainsi au développement de l'atrophie

musculaire observée chez ceux-ci.

METHODES et RESULTATS : Afin de tester notre hypothése, nous avons
développé un modéle de culture primaires des cellules satellites musculaires
provenant de biopsies de sujets ayant ou non une MPOC afin d'établir le
phénotype de ces cellules en culture. Au stade de myoblaste, les cellules étaient
positives pour le facteur Pax7, marqueur spécifique des cellules satellites
musculaires. En processus de différenciation, les myotubes exprimaient la chaine
lourde de myosine, une protéine contractile retrouvée dans le tissu musculaire. Ce
modéle sera par la suite utilisé afin d'évaluer 1) le nombre de cellules satellites

présentes dans chaque biopsie; 2) leur potentiel de régénération en mesurant leur
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vitesse de proliferation et; 3) leur capacité a se difféerencier en myotubes en
identifiant la présence de protéines clé tel que la MyoD, MRF4, Myf-5 et la
myosine.

CONCLUSION : Ce projet permettra pour la premiére fois de caractériser les
cellules satellites musculaires provenant de biopsies de patients ayant une MPOC
et d’évaluer leur potentiel de régénération. De plus, ce modéle pourra étre utilisé
pour répondre a différentes questions associées a la signalisation musculaire
propre a la MPOC.
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2.1.3 Abstract
RATIONALE: Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) is often associated

with peripheral skeletal muscle atrophy decreasing the quality of life and functional
capacity in affected individuals. To this date, biochemical pathways triggering loss
of muscle mass have been directly studied from human biopsies. However,
satellite cells, the primary source of myogenic precursor cells contributing to the
mechanism of regeneration and repair during adulthood, as not been studied in this
disease.

METHODS: To substantiate the hypothesis that satellite cells from COPD patients
have an impaired regenerative potential, we developed a model of primary cell
culture to assess their possible role in muscular atrophy. Impaired skeletal muscle
satellite cells function affecting activation, proliferation and differentiation could
ultimately participate in the atrophying process in COPD patients. We recruited
eight patients with moderate-to-severe airflow obstruction and four control subjects
with normal lung function to undergo muscle biopsies of the vastus lateralis.
RESULTS: First, we confirmed the muscular phenotype of the cultured cells in
both groups. Undifferentiated cells were positive for paired box transcription factor
Pax7, a specific marker for muscle satellite cells. Differentiated muscle cells also
expressed Myosin Heavy Chain (MHC), a major contractile protein in muscle
tissue. Muscle cells from patients with COPD took 7.25 + 0.25 days to first
accumulate in the culture dish while it took only 5.50 + 0.29 for control biopsies (p <
0.05). Second, we sought to determine if the proliferation potential was determinant
in this altered activation by profiling cells over a period of 96 hours. An increase
number (31.7%, p < 0.01) of cells isolated from COPD patients were found at 96
hours. We observed an altered differentiation process in cells from COPD patients
compared to control subjects, revealed by the attenuation in MHC protein
expression. There was a reduction of 44.9% (p < 0.1), 43.5% (p < 0.1) and 48.1%
(p < 0.1) at day 5, 6 and 7 respectively in MHC protein expression during
differentiation.

CONCLUSIONS: Based on our results, we conclude that i) growing satellite cells

from peripheral skeletal muscle is possible ii) COPD patients seem to have an
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impaired proliferation potential compared to control subjects. To the best of our
knowledge, this is the first reported model of primary muscle cell culture obtained
from the vastus lateralis of patients with COPD. This model will be a future asset to

study regenerative potential in various cases of muscle atrophy.
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2.1.4 Abbreviations

AIDS
BMI
COPD
DLCO
DMD
DMEM
FEV1
FGF
FvC
HGH
IL
MRF
Myf-5
NCAM
Pax
PBS
RV
TLC
TNF

Acquired Immunodeficiency Syndromé
Body mass index

Chronic Obstructive Pulmonary Disease
Diffusing capacity of carbon monoxide
Duchenne Muscular Dystrophy
Dulbecco Modified Eagle Medium
Force Expiratory Volume in 1 second
Fibroblast Growth Factor

Forced Vital Capacity

Hepatocyte Growth factor

Interleukine

Myogenic Regulatory Factor
Myogenic Factor 5 |

Neural Cell Adhesion Molecule
Paired-box

Phosphate-Buffered Saline

Residual Volume

Total Lung Capacity

Tumore Necrosis Factor
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2.1.5 Introduction

Skeletal muscle atrophy is often associated with a variety of acute and
chronic conditions such as acquired immunodeficiency syndrome (AIDS), '
diabetes, ? chronic heart failure (CHF) ® and chronic obstructive pulmonary
disease (COPD) * . In COPD, muscle mass loss can have a dramatic impact on

> and can lead to premature death. ® Many factors have been

quality of life
suggested to cause skeletal muscle atrophy such as inactivity, oxidative stress,
inflammation, catabolic/anabolic imbalance and hypoxemia (ref). Muscle mass
maintenance is obtained by the delicate and dynamic balance between protein
synthesis and degradation. In many atrophying conditions, including COPD, ’
protein degradation surpasses protein synthesis.

Muscle tissue is mainly composed of multinucleated myofibers which are the
functional contractile units of skeletal muscle. Satellite cells are a cell population
present in muscle tissue and represent the primary source of myogenic precursor
cells contributing to the processes of maintenance, hypertrophy and repair of
muscle tissue after birth. Satellite cells, under quiescent state, are found on the
surface of muscle fiber between the plasmalemma and the basal lamina. ® Upon
activation following a proper stimulus ° coming from crushed myofibers, invading

19 ® and neurons '

macrophages, connective tissue , they proliferate into
myoblasts and migrate to the requested site. In the activated state, satellite cells
express a specific paired box transcription factor, Pax7, which will lead to the cell
cycle entry by the expression of myogenic regulatory factors (MRF) such as MyoD
and myf5. '? Eventually, newly formed myoblasts will exit the cell cycle in order to
differentiate into myotubes and fuse to injured myofibers for repair or fuse together
to form a new one. ' In order to preserve an adequate population of muscle
satellite cells during adulthood, some newly formed myoblasts will return to the
quiescent state. '*'® Muscle mass maintenance relies on the delicate regulation
between protein turnover and the addition of new myonuclei from satellite cells. An
impaired regenerative process in muscle tissue is likely to contribute to the

development of muscle atrophy. '®"’
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An increase degradation process concomitant with a consistent decreased ability
of muscle tissue regeneration following injury or overuse due to satellite cells
impairment could contribute to muscle mass loss in COPD. To the best of our
knowledge, satellite cells have never been studied in vitro in the context of COPD.
The purpose of this study was to collect cultureA and characterize satellite cells from
the peripheral muscle of COPD patients. This methodological development is
essential to allow future experimentations on the regenerative potential of satellite
cells isolated from patients with COPD.
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2.1.6 Materials and Methods

Subjects. Four male subjects with normal lung function and eight male
patients with COPD were recruited for this study. The diagnosis of COPD was
based on a past smoking history (> 20 pack-year) and pulmonary function testing
showing decreased airflow obstruction (forced expiratory volume in 1 s [FEV/]
< 60% of predicted value and FEV,/forced vital capacity [FVC] < 70%). All patients
with COPD were in a stable condition at the time of the study and were not
suffering from cardiovascular, neurological, muscular, or any other diseases that
could alter satellite cells behavior. Subjects were not using oral corticosteroids or
any other medication that could interfere with satellite cells physiology. The
institutional ethics committee approved the study protocol and each patient signed
a written informed consent form.

Muscle biopsy. Needle biopsies of the quadriceps, performed as described
by Bergstrom ?” and routinely done in our laboratory ?® were obtained.

Satellite cells isolation and culture. After muscle biopsy, the sample was
place in a sterile plate filled with phosphate-buffered saline (PBS), covered and
transported on ice under sterile cell culture hood. Muscle samples were minced
into a slurry using a scalpel and subjected to enzymatic digestion for 1 h with 0,1%
collagenase (Cedarlane, Hornby, ON, Canada) and 0,1% dispase (Invitrogen
Corporation, Carlsbad, CA, USA) at 37°C with gentle agitation. The digested
muscle specimens were then dissociated by triturating them several times and
filtered through a 100 pm filter (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA). Cells
were plated and ‘grown on collagen coated dishes (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO,
USA) in growth medium made of Dulbecco’'s modified Eagle’s medium (DMEM)
with 1% glucose (HyClone, Logan, UT, USA) supplemented with 20% fetal bovine
serum, penicillin 50 U/mi, streptomycin 50 pg/mi (HyClone) and Sng/ml bFGF
(Promega, Madison, WI, USA) in a humidified 37°C, 5% CO; incubator. The
medium was changed every two days and the cultures examined by inverted-
phase microscopy. When cultured cells reached a confluence of 70% they were
dissociated enzymatically with trypsin (Gibco, Carlsbad, CA, USA) and seeded for

immediate propagation, or frozen into medium containing 10% DMSO for later use.
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To induce differentiation into myotubes, near to confluence myoblasts were
placed in differentiation medium made of DMEM with 1% glucose and
supplemented with 2% horse serum (HS), penicillin 50 U/ml, and streptomycin 50
ug/ml (HyClone). Differentiation medium was replaced every day for 7 consecutive
days. Images taken from myoblasts were captured with a Nikon 950 digital camera
(Nikon Corporation, Tokyo, Japan).

Immunohistochemistry. To determine cell culture purity, Pax-7 (R&D
Systems, Minneapolis, NE, USA) staining, a specific satellite cells transcription
factor, was performed. Similarly, presence 6f fibroblast was detected using Ab-1
(EMD Biosciences, La Jolla, CA, USA), a membrane protein present in these cells
but not in satellite cells. Immunohistochemistry was performed using Vectastain
Elite ABC Kit (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) according to the
instructions provided by the manufacturer. After the first passage, 5 x 10* cells
were plated on 2-chamber slides which were fixed two days later with ice-cold
acetone and methanol 60/40 (v/v) at — 20°C for 20 minutes, washed with PBS,
incubated with a blocking solution (HS 1%) for 1 hour and incubated with the
primary antibody overnight at 4°C in a humidified chamber. Excess of primary
 antibodies Pax-7 and Ab-1 were cleaned with PBS then slides were incubated with
biotinylated antibody for 30 minutes, washed with PBS and then incubated with
avidin biotinylated-peroxidase complex for 40 minutes, followed by reaction with
diaminobenzidine (Dako, Glostrup, Denmark). This peroxidase chromogen
substrate was used to visualize the bound antibody by producing brown staining of
cells. Slides were analyzed and images were captured using a Nikon Eclipse E600
microscope (Nikbn Corporation).

Proliferation assay. After the first passage, cells were plated at a density of 5
x 10 cells on a 60mm cultures dish. Every 24h, cells were trypsinized and counted
using a hemacytometer for four successive days.

Differentiation assay. To measure differentiation rate, after the second
passage 2 x 10° cells were place in 60 mm dish. Near confluent myoblasts were
placed in differentiation medium as previously described for seven consecutive

days. Whole cell lysates were prepared every 24 h until 7 days of differentiation
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and immunoblotting against Myosin Heavy Chain (MHC) was performed. To
prepare whole cell lysates, cells were washed with ice-cold PBS. Cells were then
lysed in a lysis buffer [10 mM Tris-HCI (pH 7,4), 150 mM NaCl, 2mM EDTA, 2%
Triton X-100, protease inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich), phosphatases inhibitor
cocktail 1 and 2 (Sigma-Aldrich)] for 20 minutes on ice. Extracts were centrifuged
at 12000 rpm for 10 minutes. Supernatants were kept at -80°C for further analysis.
Protein concentration was determined using Bio-Rad DC protein assay (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA).

Western Blot analysis. Western blot analyses were performed using 10 pg of
whole cell extracts. Immunoblotting with anti-MHC (Sigma), anti-NCAM (R&D
systems) and anti-Pax7 (R&D systems) were performed using standard SDS-
PAGE procedures. Proteins were detected using a secondary antibody coupled
with horseradish peroxidase (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA). The
antigen-antibody complexes were revealed using Western Lightning

Chemiluminescence Reagent Plus (PerkinElmer LAS, Inc., Boston, MA, USA).
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2.1.7 Results

Subjects characteristics

Eight patients with COPD and four healthy controls agreed to participate in
this study. Patients and control did not significantly differ regarding age, sex and
body mass index. Anthropometric characteristics and pulmonary function data are
provided in table 1. On average, patients had moderate-to-severe airflow
obstruction, with a mean FEV, of 37 + 4 % predicted value. Six patients had stage
Il disease according to the GOLD classification and the two remaining patients had
stage Ill disease. As expected, lung function tests were normal in all control

subjects.

Isolation and characterization of primary muscle cells

In order to be able to study the relevance of satellite cells in the atrophying
process observes in patients with COPD, a model of primary cells cultures obtain
from humans biopsy had to be developed. As seen in figure 1, we succeed in
growing muscle cells from biopsy taken from both group of subjects. Those cells
demonstrate a myoblast-like and myotubes-like shape in growing and
differentiation process respectively. Positive staining for Pax7 (figure 2 - 3) and
NCAM (figure 3) confirmed the phenotype of these cells as being satellite cells.
Accordingly, ~95% of freshly isolated muscle progenitor cells were classified as
satellite cells, while ~5% of the cells expressed markers consistent with fibroblast

phenotypes (Data not shown).

Delay in satellite cells apparition from patient’s biopsy

When cell specimens were plated for the first time, a delay in satellite cells
apparition has been observed in cells cultured from patient's biopsy. Cells from
these patients took 7.25 + 0.25 days to appear compared to 5.50 + 0.29 days (p <
0.05) for cells coming from control subject biopsy.
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Lower multiplication of satellite cells isolated from COPD patients.

When plated, cells were allowed to reach 70% confluence and at this time
trypsinization was performed for further multiplication. Every passage, cells were
systematically counted. As shown in table 2, satellite cell isolated from COPD
patient has a tendency to produce less myoblast between each passage compared
to controls. The number of cells counted in COPD was 43%, 21% and 28% lower

in cell at the first, second and third passage, respectively.

Cell proliferation is similar between patients with COPD and control.

Cell proliferation was evaluated by counting growing cells every 24 hours
over a 96 hours period. For this experiment, each culture dishes were seeded with
5 x 10* cells. Cells were collected every 24 hours and counted. The number of
cells at each time point is presented in figure 4. For the first 72 hours, no significant
difference was observed in cell proliferation curve between groups. However,
significant decreased in cell proliferation was observed in COPD compared to
controls at 96 hours (p < 0.01).

Impaired differentiation in COPD patients

Then the capacity of myoblast to differentiate into myotube was determined
by quantifying the Myosin Heavy Chain protein over a period of 7 days in
differentiation. The MHC protein quantification using densitometry analysis at each
time point is presented in figure 5. There is a slight tendency (p [] 0.1) of a
decrease MHC expression at day 5, day 6 and day 7 even if there no significant

change. More patients will be needed to demonstrate this difference.
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2.1.8 Discussion

One of the most striking consequences of COPD is the reduction of muscle
mass resulting in loss of endurance and strength. '®'° It has been difficult to
establish a primary cause and to formulate an exclusive hypothesis explaining the
molecular basis behind this process. Although, the role of protein imbalance,
hypoxia, inactivity, inflammation, oxidative stress have all been extensively studied,
the role of muscle regeneration in atrophying COPD patients has not been
investigated. In the present study we sought to determine the contribution of
satellite cells to peripheral skeletal muscle atrophy in COPD patients. Muscle
regeneration after injury or in response to hypertrophic signalling requires the
activation of satellite cells. *° Upon activation, these cells migrate at the injured site,
proliferate to form a sufficient pool of myoblasts, which later differentiate and fuse
to form myofibers. This well coordinated and regulated process was found to be
essential for effective muscle regeneration and is termed as myogenesis. %' In
order to study muscle regeneration, we develop a model of primary muscle cell
culture from muscle biopsies taken in patients with COPD and healthy controls.

This study shows for the first time the possibility to growth satellite cells in
vitro from peripheral skeletal muscle of COPD patients. Satellite cells are estimated
to account for 99% of muscle regeneration during adulthood indicating the
importance to study those cells. 2> The first objective was to performed
morphological and phenotypical characterization of cultured cells in order to ensure
the muscular phenotype. Those cells were confirmed as muscle cells by the
expression of specific marker such as Pax7, MHC and NCAM. Moreover, the
absence of anti-human fibroblast surface protein (ab-1) excluded the possibility
that these cells were in fact fibroblast, a common contaminant in primary cell
culture. The expression of the cellular adhesion molecule NCAM, the paired-box
transcription factor Pax7 and the motor protein MHC in the cultured cells were
detected by Western blot. Pax7 transcription factor is expressed selectively in
quiescent and proliferating satellite cells. In the current study, there were 95% of
cells positive for Pax7 at the time of isolation ensuring the quality of methodology

use. 2 NCAM is essential in myoblast signalling for adhesion and fusion. ?* In
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accordance with previous report, expression of those markers indicates the
myogenic capacity of isolated cells. ??° Moreover, primary isolated satellite cells
had a myoblast-like and myotube-like morphology.

In order to sustain an appropriate regenerative function, satellite cells have
to be activated which allows them to initiate proliferation and further multiplication
leading to muscle fiber repair. In our study, we observed a delay in satellite cells
accumulation. This delay could be interpreted as a defect in the activation process.
A harmful environment could explain the delay in satellite cells accumulation in
cells culture from COPD patients. The environment is known for its critical role in
this process of activation and proliferation. Using parabiotic pairing experiment,
Conboy et al (2005) showed that systemic factors from young mice promote
proliferation and regeneration of satellite cells from aged mice whereas, systemic
factors from aged mice fails to promote satellite cells regeneration. Systemic

environment specifically found in COPD patients *’

could impair satellite cell
activity resulting in muscle regeneration defect. This altered activation capacity
could be problematic after injury if inhibitory factors counteract stimulatory factors.
An increase concentration of inhibitory factors altering myogenesis could endanger
muscle regeneration.

On the other hand, producing sufficient myoblast following activation is
another critical step for muscle repair. Data obtain from this study demonstrated
that cells quantification from COPD patient cultures had a tendency to be less
compared to control subjects between each passage. By extrapolation from table
3, every time one satellite cell will be activated in COPD skeletal muscle, it will only
produce six progenitors instead of ten for the control subjects. This reduced
production of progenitor cells in response to the activation signal could have
severe long term repercussion on muscle mass maintenance. Several hypotheses
have been suggested to explain this decline such as an increase susceptibility to

apoptosis 2

or senescence. Possibly, satellite cells from COPD patients are
susceptible to an early decline in intrinsic capacity due to premature damage and

an increase number of regeneration and repair cycles. In healthy skeletal muscle,
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satellite cells capacity remains constant independent of the weekly turnover until
the normal decline associated with aging takes its toll.

To further characterize human satellite cells, we measured the proliferation
rate between cells cultured from COPD patients and control subjects. As shown in
this study, the delay in the initial accumulation was later compensated by a similar
proliferative potential. Once activated, satellites cells from COPD patients seem
able to compensate from the delay and produce similar amount of myoblast. This
could explain the significant increase at 96 hours on the proliferation curve.
Although, the similar proliferation rate was obtained under optimal culture
condition, this may not reflect in vivo conditions in COPD patients. Satellite cells
and progeny controlled their fate in response to signal sensed in their inmediate
environment. These signals originate from invading cells, resident -cells,
vasculature and motor neurons which produce growth factors, cytokines and

2931 and anabolic/catabolic imbalance 2

neurotransmitters. Systemic inflammation
are often regarded as important factors contributing to peripheral muscle atrophy
in COPD patients, but they could also affect satellite cells. For example, in a
mouse model of COPD, the TNF expression has been shown to destabilize MyoD
protein and in turn reduce regenerative process. * An altered activity of myogenic
regulatory factors could in vivo reduce satellite cells proliferation which cannot be
demonstrated in vitro.

Moreover, capacity of myoblast to differentiate in myotubes and form new
myofibers is the last critical step for muscle regeneration. We provided strong
evidence to suggest an altered differentiation capacity as shown by the reduce
MHC protein expression profile. This could be explained by the inability of
myoblasts to fuse together which is a prerequisite step to engage the late MRF
transcription leading to a reduce MHC protein levels. *% In the Duchenne
Muscular Dystrophy (DMD) disease, the absence of the structure protein
dystrophin cause muscular fragility and multiple round of repair and regeneration.
% In the first year of the disease, satellite cells are able to sustain the regeneration
process until exhaustion. The replicative aging process has long been thought as

the cause for exhaustion, until it was establish that an impaired differentiation
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process is more likely to cause the reduced regeneration leading to atrophy. *®
DMD is an extreme case of repair and regeneration in which differentiation is
compromised leading to a subsequent failure to maintain muscle homeostasis.
Isolation and characterization of primary human myoblast cultures and
thereby an understanding in the activation, proliferation and differentiation process
from satellite cells to myotubes, might be of clinical relevance in the future in order
to treat against muscular atrophy in COPD patients. We observed a delay in
accumulation of cultured cells despite a similar proliferation potential from skeletal
muscle of COPD patients compared to controls. In addition, COPD cells also had
an impaired differentiation process shown by the reduced expression of MHC.
Impaired regenerative potential could contribute or accentuate the development of
muscle atrophy in patients with COPD. Interestingly, studies involving resistance
exercise training have observed a partial restoration of muscle mass suggesting
that satellite cell activity is not exhausted. However, based on our results, satellite
cell activity may not be fully operational. We successfully developed a primary
muscle cell culture protocol in order to characterise satellite cells from a vastus
lateralis biopsy. Nevertheless, further studies on the intrinsic capacity of satellite
cells and their environment need to be performed in order to determine their
contribution in the atrophying process and eventually, develop therapeutic

interventions which could help maintain or restore muscle mass.
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2.1.11 Figures Legends

Figure 1. Primary muscles cells cultures obtained from a needle biopsy of the

vastus lateralis from a COPD patient; X 10 magnifications.

Figure 2. Satellite cells stained with Paired box transcription factor 7 (Pax-7)
antibodies. Areas of brown diaminobenzidine staining correspond to areas of

antibody binding in the nucleus; X 20 magnifications.

Figure 3. Western blot against Pax7 and neural cell adhesion molecule (NCAM) on
total protein extract of cells isolated using the primary cells culture protocol and
from L6 rat cells line as positive control. Expression of Pax7 is observed in
myoblast at the second and third passage. The expression of Pax7 is also seen in
myoblast and in a less extends in myotubes. Primary muscle myoblast express the
protein NCAM after the second and third passage. L6 myoblast and myotube
express the three different isoform of NCAM.

Figure 4. Proliferative potential in cells cultured from COPD patients and control
subject. Following the first passage, 5 x 10* cells were seeded on a 60mm-dish
and were counted every next 24 hours during 96 consecutive hours. Values are

expressed as mean + SEM. * Significant different from control (p [ 0.01)

Figure 5.A. Representative Western blot on total protein extract isolated from
control subjects (figure 5.1) and from patients with COPD (figure 5.2). Protein

extraction was performed every day from the initial day of differentiation to 7 days.

Figuré 5.B. Quantification of the Myosin Heavy Chain protein densitometry using
Image J is reported as mean + SEM from three control patients and from seven

COPD patients. F Difference from control (p < 0.1).
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2.1.12 Figures

TABLE 1 : Subject Characteristics

Control Subjects Fatisits with

- _ COPD
Characteristics (n=4) -
(n=8)

Age 654 66 2
BMI, kg/m? 30.7+2.2 28.8+2.0
FEV, L 31%0.2 1.0+ 0.1
FEV, % predicted 98.8+2.1 37.0£4.01
FEV./FVC, % 73.8+£23 365111
TLC, % predicted 95.5+8.1 118.0+55
RV, % predicted !92.8 245 163.5 +15.9

|
DL.., % predicted I95.0 +3.3 53.3+4.8"
Values are means + SEM
*p<0.05
Tp <0.001

Definition of abbreviations: BMI = Body mass index; TLC = total lung capacity; RV =
Residual volume; DLCO = Diffusing capacity of carbon monoxide.
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TABLE 2: Cell number after each passage

Values in millions # Control COPD

SEM n=4 n=8
Passage 1 1.27 £0.38 0.72+0.12*
Passage 2 3.86 + 0.51 3.06 £0.22°¢
Passage 3 493 +1.54 3.57+0.27*

Values are means + SEM
fp<01
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Figure 3.
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Figure 4.
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Chapitre trois — Conclusions

L'atrophie musculaire dans la MPOC est une conséquence dramatique
ayant d'importantes répercussions sur la qualité de vie et la survie des gens
atteints. Les causes amorcgant le lent développement de la maladie et des
manifestations systémiques associées font toujours I'objet d’'une intense recherche
dans le milieu scientifique. Cette recherche est primordiale pour prévenir et
espérer la mise au point d'un traitement contre I'atrophie musculaire. Néanmoins,
plusieurs questions demeurent sans réponses afin d’'identifier de maniére univoque
les causes responsables du développement des manifestations systémiques. En
ce sens, I'étude de la régénération musculaire dans cette atteinte a été citée
quelquefois, mais n’a jamais fait 'objet d'étude approfondie. Ce projet de maitrise
avait donc comme objectif la caractérisation des cellules satellites musculaires
obtenus chez des sujets atteints d'une MPOC comparativement a celles de sujets
contrdles par 'accomplissement des objectifs spécifiques cités dans la prochaine

section.
3.1 Sommaire des résultats

Les objectifs spécifiques atteints sont :

v' Développer un modéle de culture primaire par la mise au point de ce

modele chez les souris afin de le transposer chez les humains.
e Le développement du modéle est complété.

v Confirmer le phénotype musculaire des cellules isolées des biopsies en
immuno-histochimie a I'aide du marqueur spécifique aux cellules satellites
Pax7.

e Les cellules isolées possédent un phénotype musculaire.

v Evaluer le potentiel de prolifération des cellules satellites isolées par leur

dénombrement en culture sur une peériode de 96 heures.
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¢ |l y a un délai d’activation des cellules isolées des patients ayant une
MPOC.

e La courbe de prolifération est équivalente.

v Evaluer le potentiel de différenciation des cellules satellites en cultures par
la quantification de la chaine lourde de myosine en immuno-empreinte suite

a des extractions protéiques sur une période de 7 jours de différenciation.

¢ Le potentiel de difféerenciation est diminué dans les cellules isolées

des patients ayant une MPOC.
3.2 Pertinence des résultats

Le développement d'un nouveau modéle d'étude de I'atrophie musculaire
dans la MPOC est une avancée majeure dans le domaine. Ce modéle permettra
de soumettre et d'étudier ces cellules dans une panoplie de conditions. Ce modéle
génerera une grande quantité d’information qui n'aurait pas été possible d’obtenir
avec une lignée cellulaire. De plus, ces résultats proviendront de cellules ayant été
soumises toute leur vie durant aux conditions qui prévalent dans un organisme

donné.

Jusqu’a present, ce modele de culture primaire a permis de constater un
délai dans l'activation des cellules satellites provenant des patients ayant une
MPOC relativement aux sujets témoins. En second lieu, nous avons remarqué que
le potentiel de prolifération des cellules satellites était similaire entre les deux
groupes. Ensuite nous avons établi que le potentiel de différenciation était altére

dans les cellules provenant des sujets ayant une MPOC.

Ces résultats préliminaires ont permis d’appuyer 'hypothése selon laquelle
la regénération musculaire peut étre en cause dans le développement de I'atrophie
musculaire observée chez certains patients ayant une MPOC. Des études plus
approfondies seront cependant nécessaires afin d’'augmenter notre compréhension

des mécanismes reliant I'atrophie et la regénération musculaire dans la MPOC.
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3.2 Perspectives

Ce projet de maitrise ouvre la porte a une multitude de possibilités de
recherche quant a I'étude de la régenération musculaire dans diverses conditions
causant une atrophie périphérique. L'étape initiale de ce projet consistait a
caracteriser les cellules satellites. Cette étape partiellement accomplie, voici des

pistes prioritaires a investiguer.

La section traitant de la possible implication des cellules satellites dans le
processus d'atrophie musculaire établit les priorités qui doivent étre étudiées. En
ce sens, évaluer I'épuisement du potentiel de regénération est une priorité étant
donné les conditions qui prévalent dans le tissu musculaire favorisant de nombreux
cycles de reparation/régénération. De fait, les nombreuses manifestations
systémiques de la maladie pourraient détériorer l'intégrité du tissu musculaire
engendrant la sénescence réplicative et ultimement 'atrophie musculaire dans la
MPOC.

Dans un deuxiéme temps, regarder I'impact de 'environnement systémique
sur les cellules satellites serait intéressant di a [linflammation pulmonaire
observée dans la MPOC. L'environnement joue un réle primordial lors de
I'activation et la prolifération des cellules satellites. Une quelconque modification
dans le tissu musculaire causée par la présence d’'une maladie ayant des effets
extrapulmonaires serait probablement suffisante pour altérer la réponse de ces

cellules en réponse aux signaux présents.

Par la suite, étant donné l'age de nos patients il apparait judicieux
d'examiner s'ils sont susceptibles a un déclin prématuré de la régénération
musculaire par l'altération des voies de signalisation reliée a lactivation, la
prolifération et la différenciation des cellules satellites. Ces voies sont primordiales
a l'activation et la progression des cellules satellites jusqu'a ce qu’elle forme une
fibore musculaire. Une baisse d’efficacité d’'une de ces voies en réponse a des
signaux extracellulaires pourrait contribuer a atténuer la réponse des cellules

satellites et altérer la régénération.
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Dernierement, l'apoptose et la susceptibilité a I'apoptose des cellules
satellites seraient une piste intéressante a investiguer. L'augmentation de
I'apoptose est un phénoméne qui pourrait plausiblement étre favorisé a cause des
conditions prévalentes dans le tissu musculaire. L'inflammation et le stress oxydatif
sont deux conditions primaires a l'initiation des signaux apoptotiques. Sachant que
ces conditions sont présentes dans le tissu pulmonaire, elles pourraient
vraisemblablement s'étendre aux tissus musculaires et favoriser I'apoptose des

cellules présentes.

Toutes ces pistes ont déja été démontrées dans diverses conditions
d’atrophie musculaire, mais restent a étre démontrées dans cette manifestation

systémique reliée a la MPOC.
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