médecine/sciences 2011 ; 27 : 187-92

m's

médecine/sciences

>'ulcére de Buruli (UB) est une infection émer-
gente causée par Mycobacterium ulcerans
(M. ulcerans). observation clinique des patients
infectés dans les zones endémiques de I'Afrique
de I’Ouest révele que les formes séveres d’infec-
tion cutanée par M. ulcerans peuvent entrafner
des contractures et des déformations des mem-
bres conduisant a d’importantes invalidités des
individus atteints. Bien que les recherches de ces
dix derniéres années aient permis des avancées
notables sur les plans épidémiologique, clinique
et thérapeutique, les répercussions de cette
infection sur la physiopathologie des tissus mus-
culaires sont encore bien peu connues. Ce travail
est donc une premiere tentative pour mettre en
lumiere I'importance du muscle squelettique
dans cette maladie négligée. <

L'ulcére de Buruli (UB) est une maladie tropicale infec-
tieuse ulcéro-nécrotique causée par M. ulcerans. Elle
est actuellement en pleine progression au Bénin et en
Cote d’lvoire, deux pays de I’Afrique de I"Ouest ou I'on
observe respectivement 1000 et 2000 nouveaux cas par
an (Figure 14). Elle est progressivement devenue la troi-
sieme maladie mycobactérienne du monde chez le sujet
immunocompétent apres la tuberculose et la lepre. Son
incidence mondiale est estimée a environ 7 000-8 000
nouveaux cas par année. Cette maladie débute habi-
tuellement par 'apparition d’un nodule indolore, d’une
plaque parfois prurigineuse ou encore d’un important
cedeme du membre atteint. Non traitée, la maladie pro-
gresse vers un ulcére cutané sous I’action de la mycolac-
tone qui est ’exotoxine polykétide dérivée de macrolide
sécrétée par le M. ulcerans [1, 2] (Figure 1B). Une
réponse réparatrice incompléte ou une fibrose tissulaire
est souvent accompagnée de contractures, d’ankyloses
et de déformations permanentes des membres. Ce type
d’évolution physiopathologique affecte tres fréquem-
ment les plus démunis de ce monde [28].

Bien que I'infection par M. ulcerans loge a proximité du
tissu musculaire et que ce tissu constitue plus de 40 %
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de la masse totale du corps, aucun laboratoire n’a encore étudié 'effet
néfaste du M. ulcerans et de la mycolactone sur les tissus musculaires.
Deux modeles animaux ont été mis au point pour mieux comprendre
cette maladie infectieuse négligée. Le premier modéle consistait a
injecter, & proximité des muscles squelettiques de souris, 10% unités de
M. ulcerans suspendues dans 30 pL de solution saline [3]. Ce premier
modele infectieux était concu pour mimer physiologiquement 'ulcére
de Buruli chez la souris tout en respectant le mode de contagion le plus
probable [3]. Le second modéle animal, ou modéle toxique, consistait a
injecter directement dans un muscle squelettique 300 pg de mycolactone
diluée dans 10 pL d’éthanol a 70 % [4]. Les premiers résultats issus de
ces travaux permettent enfin d’établir les premieres données tangibles
sur 'importance du muscle squelettique dans "ulcere de Buruli.

Réponses inflammatoire et immunitaire
du muscle squelettique en présence du M. ulcerans

Linjection sous-cutanée de 10° unités de M. ulcerans provoque dans les
muscles sous-jacents de souris une réponse inflammatoire caractéri-
sée a la fois par une accumulation significative de neutrophiles et de
macrophages et par une réduction du nombre des mastocytes apres six
semaines d’infection. Cette réaction de défense est également caracté-
risée par une augmentation concomitante de I'expression des cytokines
pro-inflammatoires (TNF-a. [tumor necrosis factor-ct], IL-1pB, IL-6, IL-2
[interleukines-1f, -6, -21) et anti-inflammatoires (IL-4 et IL-10) sur
fond d’inhibition compléte de I’interféron-y (INF-y) [3]. La réduction du
nombre des mastocytes et I'inhibition compléte de I'INF-y conférent a ce
type de réponse inflammatoire un profil particulier (Tableau /).
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Statut Références

Cellules inflammatoires

Mastocytes
(3]
(4]

-

Neutrophiles

-

Macrophages
Cytokines pro-inflammatoires

TNF-a

IL-1B

(3]

IL-128

e e T

IFN-y

Cytokines anti-inflammatoires

-

IL-4
(3]
IL-10

Facteurs de croissance
CTGF 0

[3]
TGF-B1 0

Tableau I. La présence de M. ulcerans a provoqué une accumulation de neu-
trophiles et de macrophages dans le muscle squelettique situé a proximité de
Pinfection [3] et une réduction des mastocytes. ’augmentation du nombre
des neutrophiles et des macrophages a été également observée dans le muscle
soleus de souris en présence de mycolactone [4]. €n dehors de I'IFN-y dont
I’expression est complétement inhibée, ’ARN messager des cytokines pro- et
anti-inflammatoires et des facteurs de croissance explorés dans le muscle sont
concomitamment élevés [3]. CTGF : connective tissue growth factor ; TGFP1 :

transforming growth factor B1 ; IFN-y : interféron v ; IL : interleukine.

Plusieurs mécanismes immunophysiologiques presque uniques au
M. ulcerans pourraient expliquer la présence de cette inflammation
modérée mais chronique. Premierement, la mycolactone, en infiltrant
progressivement le tissu musculaire, pourrait, au fur et a mesure
gqu’elle s’accumule, détruire les cellules inflammatoires recrutées
dans le muscle squelettique agressé [5]. Le deuxieme mécanisme
repose sur I"observation que les cellules musculaires expriment des
TLR (toll-like receptors) capables de reconnaitre plusieurs variétés
d’antigénes associés aux pathogénes [6, 7]. Une fois agressées par les
pathogeénes, les cellules musculaires peuvent répondre et libérer des
facteurs pro-inflammatoires et chimiotactiques tels que TNF-at, IL-13
et IL-6 [6, 7]. Ces facteurs pro-inflammatoires libérés activent les
mastocytes résidents qui libéreront ensuite une panoplie de molécules
immunorégulatrices telles que les interleukines (IL-3, 4, 5, 6, 9, 13),
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TNF-o, MIP-2, des prostaglandines et des leucotrienes
[8]. Le résultat biologique immédiat correspondant
a cette réponse se traduit par 'augmentation de la
perméabilité vasculaire, IPattraction et I'activation
des leucocytes (principalement, les neutrophiles et les
macrophages [9]) et I'activation des lymphocytes T.
Le nombre de mastocytes est significativement plus
bas dans les cas d’ulcére de Buruli que dans ceux du
groupe contrdle [3]. Ce phénomeéne pourrait étre a la
base d’une altération de cette cascade physiologique.
Qui plus est, un déséquilibre Th1/Th2 semble caracté-
riser cette maladie infectieuse. Face a un pathogene
intracellulaire, la réponse immunitaire a médiation
cellulaire est activée et les lymphocytes Thl, qui en
sont les principaux acteurs, agissent en produisant les
cytokines pro-inflammatoires IFN-y, IL-2 et surtout
TNF-a qui est une des cytokines essentielles dans
la maftrise des infections mycobactériennes comme
"ulcére de Buruli [10]. €n revanche, la présence
d’un agent pathogéne dans I’espace extracellulaire
conduit a une réponse de défense de type Th2 [11].
Cette derniere réponse est dominée par les cytokines
anti-inflammatoires IL-4 et IL-10 qui favoriseraient
la progression des infections mycobactériennes [12].
Dans I'ulcere de Buruli, les M. ulcerans semblent passer
par une phase & la fois intra- et extracellulaire [5, 13,
14]. €n effet, ils sont ingérés dans un premier temps
par les phagocytes [5, 13, 14] puis relargués dans
espace extracellulaire apres la lyse des phagocytes
par la mycolactone [5, 13-15]. €n conséquence, des
M. ulcerans se retrouvent vraisemblablement dans la
phase a la fois intra et extracellulaire au stade avancé
de la maladie. Cette double localisation peut rendre
inadéquates les réponses inflammatoires et immuni-
taires de I’hdte infecté (Figure 2). On comprend donc
que, dans ce contexte, les voies de signalisation cellu-
laire et moléculaire de la résolution de Iinflammation
ne pourront qu’étre inopérantes, conduisant ainsi a de
nombreux dommages tissulaires et a la fibrose comme
ultime moyen de réparation tissulaire.

Nécrose du muscle squelettique
en présence du M. ulcerans

La présence du M. ulcerans provoque une nécrose des
fibres musculaires situées a proximité de I'infection
[3]. Fait intéressant, les muscles soleus dans lesquels
oninjecte de la mycolactone présentent le méme profil
histologique de nécrose [4]. Le mécanisme molé-
culaire qui sous-tend ces dommages est encore peu
connu. Cependant, des travaux menés par Synder et
Small [16] donnent certaines informations précieuses



Figure 1. A. Les pays endémiques de ['ulcére

de Buruli en Afrique apparaissent en orange

(source : http://www.who.int/buruli/country/
en/index.html). B. Vaste ulcération de la peau
causée par 'ulcere de Buruli. On remarque
I’exposition a vif du muscle tibial antérieur.
Cette photo a été prise lors d’une visite orga-
nisée par I’Organisation mondiale de la santé
(OMS) au Centre de dépistage et de traitement
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sur la toxicité de la mycolactone. Ces travaux démontrent que la L’atrophie des tissus musculaires

mycolactone, principal agent responsable de la pathogenése de en présence de M. ulcerans

I'ulcere de Buruli, diffuse passivement, pénetre dans le cytoplasme

cellulaire et fait augmenter de fagon dose-dépendante le calcium  Nos premieres publications dans ce domaine démontrent

N

SYNTHESE

intracellulaire. La mycolactone respecterait toutefois la barriere  avec certitude que M. ulcerans n’altere pas seulement la
nucléaire [16]. Cette toxine déclenche ensuite une altération du peau mais aussi les tissus musculaires de fagon locale et
cytosquelette de la cellule qui, plus tard, meurt par apoptose [5]. possiblement systémique [3, 4]. La dysfonction muscu-
La myofibre, bien qu’elle soit multinucléée et dotée d’un excellent laire observée invite a considérer de nombreux scénarios
potentiel de régénération, finit par subir les effets néfastes de la  physiopathologiques. Il est possible que cette dysfonc-
mycolactone. Dans une étude antérieure (Figure 3), nous avons tion musculaire soit associée & une surexpression des
mis en évidence, par une injection au colorant bleu d’€vans in vivo, marqueurs spécifiques de la voie protéolytique ubiqui-
I’augmentation de la perméabilité du sarcolemme et la nécrose des  tine-protéasome : atrogine-1/MAFbx et MuRF-1 (muscle
myofibres du muscle squelettique au site adjacent a I’infection [3].  RING-finger protein-1). Uatrogine-1 et le MuRF-1 sont
Les observations ex vivo par incubation des muscles biceps dans le  deux genes qui codent pour les enzymes ubiquitines
procion orange ont confirmé cette perméabilité du sarcolemme de la  ligases, qui se fixent sur les protéines myofibrillaires et
myofibre (Figure 3C). entrainent leur dégradation via un processus qui conduit
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Figure 3. Analyse histologique des muscles biceps de sou-
ris infectées par injection sous-cutanée de M. ulcerans. La
méthode de Ziehl-Neelsen qui colore les bacilles acido-al-
coolo-résistants (en pourpre) n’a révélé la présence d’aucune
mycobactérie dans les tissus musculaires (4), alors qu’elles
sont abondantes dans la peau de ces mémes souris (B) comme
I’attestent les biopsies. Tout indique que I'agression du tissu
musculaire serait causée par la mycolactone, la toxine libérée
a proximité des tissus musculaires. Finalement, pour observer
les dommages causés par cette agression, certains muscles
biceps ont été incubés pendant une heure dans une solution
saline contenant 1 % de procion orange. Le procion orange est

un colorant qui pénétre préférentiellement dans les fibres mus-

culaires dont les membranes cellulaires ont perdu leur intégrité. La présence du M. ulcerans entraine une perte d’intégrité cellulaire et le marquage

en rouge de nombreuses fibres musculaires (€). Barre = 50 pum.

a I'atrophie. Des données récentes nous indiquent que I'atrogine-1
entraine la lyse de MyoD [17] et que MuRF-1 interagit avec plusieurs
protéines musculaires dont la titine, la troponine et la chaine légere de
myosine [18]. De plus, il est probable que la calpaine et la caspase-3,
deux protéases dépendantes du calcium et responsables du début ou
de I’amorce de I’atrophie musculaire [19], soient activées en présence
de M. ulcerans et de sa toxine. €n effet, le taux de calcium augmente de
plus de vingt fois dans le cytoplasme des fibroblastes L929 en présence
de mycolactone [16], ce qui serait nettement suffisant pour activer
les protéases musculaires [19]. Une fois les protéases activées, la
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dégradation des myofilaments se poursuit via le systeme
protéasome-ubiquitine [20].

D’autres mécanismes qui font intervenir les cellules
inflammatoires et le facteur pro-inflammatoire NF-xB
ont été envisagés pour expliquer I’installation de I’atro-
phie. En particulier, les macrophages et les neutrophiles
provoquent la lyse des cellules musculaires respective-
ment par I’intermédiaire de NO (monoxyde d’azote) et
du peroxyde [21]. Le facteur pro-inflammatoire NF-kB
activé en présence de M. ulcerans [22] est, quant a lui,
capable d’entrainer la dégradation de la protéine MyoD
[17, 23] et Pactivation des ubiquitines ligases muscu-
laires atrogine-1 et MuRF-1 [24], conduisant respecti-
vement a un déficit de la régénération et a une lyse des
protéines musculaires (Figure 4). De futures études sont
nécessaires pour clarifier le mécanisme moléculaire qui
provoque "atrophie du muscle squelettique en présence
de M. ulcerans et de sa toxine mycolactone.

Réparation/régénération
des muscles squelettiques dans I’UB

Bien que le muscle squelettique altéré s’engage habi-
tuellement dans un processus dynamique de régéné-
ration, assuré principalement par les cellules satellites
et les facteurs de régulation myogéniques dont MyoD

Figure 4. Schéma hypothétique de la dysfonction musculaire
impliquant le facteur nucléaire- kB (NF-xB). Le NF-kB peut
provoquer, d’une part, une réduction de la synthése de MyoD
et, d’autre part, une augmentation de la protéolyse muscu-
laire consécutive a I’augmentation de MuRF-1 et d’atrogine-1.
’ensemble conduit a une atrophie et a une dysfonction du

muscle squelettique.



Muscles biceps adjacents a I’infection

Muscles biceps contrdles

(n=7)
Surface nécrosée/mm? (mm?) 0
Fibres centronucléées/mm? (/mm?) 0
Surface occupée par du tissu (mm?) 0,016 = 0,002

conjonctif/mm?

Jour 7 Jour 21 Jour 42
(h=7) (h=7) (h=7)
0,030 + 0,001 0,048 + 0,001 0,070 0,001
5,84 £ 0,68 7,49 £ 0,75 6,35+ 0,41
0,018 + 0,002 0,045 + 0,003 0,055 + 0,005

Tableau Il. Nécrose et régénération du muscle squelettique en présence de M. ulcerans. La nécrose et la fibrose du muscle squelettique situé a

proximité de I'infection ont été évaluées sur des tissus colorés respectivement a I’hématoxyline éosine (H/€) et au trichrome masson. A I’aide du

logiciel ImageJ, I’étendue de la nécrose a été mesurée sur des images captées a I'aide d’un microscope inversé Nikon (grossissement x 400). Pour

évaluer la capacité régénérative de ces muscles, le nombre de fibres centronucléées a été déterminé ensuite manuellement et le total exprimé en

mm? de surface de section des muscles. La nécrose a progressé alors que le nombre de noyaux centronucléés est resté quasi constant suggérant

un déreglement de la régénération. La fibrose devient Iultime moyen de réparation des tissus blessés, comme en témoigne la progression de la

surface occupée par du tissu fibreux.

et myogénine, nos résultats ont démontré pour la premiere fois que
le muscle squelettique nécrosé en présence des M. ulcerans ou de
sa toxine mycolactone ne présente aucun signe de régénération six
semaines apres la lésion [4]. Cette faible capacité régénératrice du
muscle a été caractérisée sur le plan histologique par une augmen-
tation progressive de la surface nécrosée. Parallelement, le nombre
de fibres musculaires centronucléées (cellules musculaires en voie
de régénération) est resté faible et quasi constant (Tableau I1). Le
déficit de régénération du muscle nécrosé s’était traduit aussi par
une réduction de 45 % des forces maximales isométriques spécifiques
(sPy) provenant du muscle soleus dans lequel de la mycolactone a été
injectée [4]. Les données préliminaires d’une étude actuellement en
cours dans notre laboratoire indiquent que les niveaux de production
de MyoD et myogénine restent faibles et stables dans ces muscles tout
au long des six semaines d’expérimentation. Ce résultat semble en
parfaite adéquation avec un déficit de régénération.

Plusieurs facteurs peuvent expliquer I’absence de régénération des
fibres nécrosées en présence de M. ulcerans ou de sa toxine. Premie-
rement, la mycolactone pourrait provoquer I’apoptose ou empécher
I"activation des cellules satellites. Ce qui se traduirait par une fai-
ble biodisponibilité locale des facteurs de régulation myogéniques
comme MyoD et la myogénine. Il est acquis que la délétion du gene
codant pour la myogénine entraine une absence de régénération des
dommages musculaires chez la souris [25, 26]. On comprend donc
que I'augmentation progressive de la surface nécrosée, jumelée a une
absence de régénération musculaire, s’accompagne d’une dégradation
progressive du tissu musculaire. Dans ces conditions, il y a tout lieu
de croire que la régulation positive de cytokines et de facteurs de
croissance pro-fibrotiques tels que CTGF (connective tissue growth
factor) et TGF-B (transforming growth factor) [3] pourrait accroi-
tre la stimulation des fibroblastes et, par conséquent, augmenter la
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synthése et le dépdt de matrice extracellulaire [27]
conduisant ainsi a la fibrose. Il a été démontré que la
présence de M. ulcerans ou de la mycolactone augmen-
tait trés significativement la rigidité des tissus mus-
culaires étirés passivement et le contenu total de ces
muscles en hydroxyproline, un indicateur de fibrose [3,
4]. Lensemble de ces données indique que les muscles
squelettiques subissent des modifications histologiques
profondes et que les dommages musculaires seraient
réparés par des tissus fibreux non contractiles.

Conclusion

Lulcere de Buruli produit une nécrose et une inflamma-
tion aigué puis chronique des tissus musculaires. Cette
maladie provoque également une atrophie marquée par
une diminution de la masse musculaire et une réduction
des surfaces de section des fibres. Par la suite, la répara-
tion des dommages créés par la présence de M. ulcerans
et de sa toxine ne se déroule pas normalement et évolue
vers la formation de fibrose. La fibrose augmente la rigi-
dité des muscles, altere leurs fonctions physiologiques
et sert de support ou de facteur aggravant aux incapaci-
tés fonctionnelles observées chez certains patients. Bien
que des études supplémentaires soient nécessaires pour
comprendre le mécanisme moléculaire qui gouverne la
nécrose et les conditions de la régénération du muscle
squelettique dans I'ulcere de Buruli, nous pensons que
nos observations pourraient éventuellement servir de
tremplin a la conception d’un programme de médecine
physique plus approprié a cette maladie. ¢
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SUMMARY

Buruli ulcer, beyond the skin: impact on skeletal muscle

Buruliulcer (BU) is an emerging infectious disease caused by Mycobacterium
ulcerans (M. ulcerans). Clinical observations from infected patients in the
endemic zone of the West Africa reveal that severe M. ulcerans infections
can induce skeletal muscle contracture and atrophy leading to significant
invalidity. Although significant advances have been made for the epide-
miological, clinical and therapeutic aspects of the disease in the past ten
years, several questions remained unanswered on the muscle physiopa-
thology of the M. ulcerans. This article is one of the first attempts to shed
some light on this neglected disease and unravel the impact of M. ulcerans
on skeletal muscle. ¢

CONFLIT D’INTERETS
Les auteurs déclarent n’avoir aucun conflit d’intéréts concernant les données publiées dans
cet article.
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