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RESUME

La quéte de I'augmentation de I'espérance de vie chez 'homme inspire depuis longtemps les
travaux de recherche, en particulier en biologie. Au-dela de la notion de mortalité, celles de Ila
morbidité et de I'espérance de vie active et indépendante sont aujourd’hui au centre des enjeux de
santé publique. En effet, la perte d’autonomie chez les personnes agées nous oriente vers un objectif
d’amélioration de I'espérance de vie en bonne santé. L’activité physique est un facteur fondamental
du bien-étre de lindividu, impactant aussi bien les performances physiques que les diverses
pathologies (diabétes, pathologies cardiaques). Chez la population agée, la nécessité d’obtenir des
résultats rapides, sans souffrance ni longs entrainements nous a mené a notre premiére étude. Celle-
ci a porté sur l'application d’'un nouveau protocole d’entrainement a court terme utilisant
I'accélération chez les souris dgées. Les résultats obtenus nous ont montré une amélioration des
performances physiques et de I'ensemble des métabolismes énergétiques, tout en étant plus efficient
gu’un entrailnement en endurance et plus adapté qu’un entrainement en intervalles. De plus, devant
I'intérét récent que suscitent les transferts énergétiques dans la régulation des métabolismes
énergétiques et dans le processus du vieillissement, nous nous sommes intéressés a la compréhension
des mécanismes des flux énergétiques, et notamment a celui faisant intervenir la créatine kinase
mitochondriale. Notre seconde étude a ainsi analysé les capacités physiques et physiologiques de
souris déficientes a la créatine kinase mitochondriale de 6 a 18 mois. Nos résultats suggerent une
utilisation majoritaire du métabolisme lipidique et un maintien des capacités physiques chez ces souris
déficientes a la créatine kinase mitochondriale. La compréhension des mécanismes du flux énergétique
et de leur importance sur les capacités physiques au cours du vieillissement permettrait de mieux
concevoir les futurs protocoles d’entrainement, tel que I’entrainement en accélération nous ouvrant
de nouvelles perspectives dans I'amélioration des capacités physiques et de I'autonomie au cours du

vieillissement.

Mots clés : vieillissement, entrainement, accélération, métabolismes énergétiques, flux énergétiques,

créatine kinase



ABSTRACT

For a long time, the increase in life expectancy in humans inspires research, especially in
biology. Beyond the notion of mortality, those of morbidity and active and independent life expectancy
are at the center of public health issues. However, faced with the decrease in physical capacity and the
increase in the number of diseases during aging, interest is now focused on improving the quality of
life. Indeed, the loss of autonomy in the elderly directs us towards a goal of improving the healthspan.
Physical activity is a fundamental factor in the well-being, impacting physical performance as well as
different pathologies (diabetes, cardiac pathologies). In the elderly population, the necessity to reach
fast results, without suffering or long time training led to our first study. This one focused on a new
model of short acceleration-based training protocol in elderly mice. The results showed an
improvement in physical performance and in the whole of the energetic metabolisms, while being
more efficient than endurance training and more suitable than interval training. Moreover, given the
recent interest in energy transfers in the regulation of energetic metabolisms and in the aging process,
we were interested in understanding the mechanisms of energy flux and in particular the one involving
mitochondrial creatine kinase. Our second study analyzed the physical and physiological capacity of
mitochondrial creatine kinase deficient mice from 6 to 18 months. Our results suggest a predominant
lipid metabolism and showed a conservation of physical abilities in these mitochondrial creatine kinase
deficient mice. Knowledge of the mechanisms of energy flux and their importance to physical
capacities during aging would lead to better design future training protocols, such as our acceleration

training, which opens new perspectives in improvement of physical capacity and autonomy during

aging.

Keywords: aging, training, acceleration, energetic metabolism, energy flux, creatine kinase
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PREAMBULE

Bien que Xiao Dong vienne de récemment publier dans le journal Nature (Dong 2016) que la
durée de vie maximale théorique semble avoir atteint une limite naturelle aux alentours de 122 ans,
I’espérance de vie moyenne chez 'Homme ne cesse d’augmenter depuis des décennies. Ces dix
derniéres années, en France, les hommes ont gagné pres de trois ans d'espérance de vie (79,4 ans)
et les femmes deux (85,4 ans) selon I'Institut national d'études démographiques (Ined 2017).
Malheureusement, les performances physiques et I'autonomie qui en découle chez les personnes
agées ne suivent pas cette augmentation. Cette baisse d’autonomie chez les personnes agées est liée
a différents facteurs, tels que la perte d’équilibre, les maladies neuro-dégénératives, les pathologies

cardiaques, I'incontinence ou encore la sarcopénie, se définissant comme la perte de masse et de force

musculaire avec I'dge, rendant chaque geste du quotidien de plus en plus difficile.

Le défi que I'on se pose aujourd’hui ne porte plus sur I'augmentation de I'espérance de vie maximale,
mais principalement sur I'amélioration de notre qualité de vie avec le vieillissement, ou autrement dit

: comment pourrions-nous augmenter notre espérance de vie en bonne santé ?

De cette question a découlé cette these. Car bien qu’il soit évident que la nutrition, les maladies ou les
accidents influencent cette espérance de vie en bonne santé, nous savons aujourd’hui que I'activité
physique en est un facteur fondamental, pouvant compenser dans une moindre mesure les nombreux

déclins physiologiques de I'organisme avec I'age.

Durant ces derniéres années, plusieurs types d’entrainement physique ont été proposés chez I'adulte
et la personne agée. Nous pouvons distinguer I’entrainement en endurance dit continu qui se compose
de séance longue et peu intense et les différents entrainements de haute intensité dont les séances
sont généralement des successions d’exercices courts et intenses entrecoupées par des sessions de

repos actif.

Néanmoins, ces entrailnements généralement longs ont leurs limites. Notre premier objectif était donc
de tester l'efficacité d’'un nouveau type d’entrainement a court terme: l'accélération, sur la

performance et d’en explorer les marqueurs biologiques, chez une population de souris agées.

Notre second objectif découle de la volonté de comprendre I'évolution avec I'age et I'utilité d’un de
ces marqueurs biologiques mesurés qu’est la créatine kinase, enzyme intervenant dans les flux
énergétiques. Ces derniers soulévent un récent grand intérét, notamment par leur impact

actuellement trop sous-estimé dans le mécanisme du vieillissement. Nous avons donc analysé
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I’évolution des capacités physiques de souris déficientes a la créatine kinase mitochondriale (miCK) de

6 a 18 mois.

Le modele murin, permettant de nombreuses analyses invasives et procurant des modeles mutants, a
été utilisé. Les études sur les personnes sénescentes restant délicates, les possibilités de pouvoir

étudier la souris de I’age jeune a agé en ont fait un choix adéquat.

Ce manuscrit se composera en premier lieu d’'une synthése des connaissances actuelles des effets du
vieillissement sur I'organisme et la performance, puis de I'impact des différents entrainements utilisés
pour contrecarrer ces effets déléteres sur la performance et les adaptations métaboliques. Cet état de
I'art sera suivi d’une section sur les objectifs scientifiques, avec en premiere partie I'étude sur notre
nouveau protocole d’entrainement en accélération, suivie d’'une deuxiéme partie sur I'étude du role
de la créatine kinase mitochondriale avec I'age. Enfin, une discussion générale sera proposée ainsi que

les perspectives de ce travail.
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Effet du vieillissement sur I'organisme :

Le vieillissement, ou sénescence, se caractérise par un déclin progressif et naturel des
fonctions de [l'organisme. Il résulte de facteurs génétiques (facteurs intrinseques) et
environnementaux (facteurs extrinseques), engendrant une importante hétérogénéité chez les
humains. Le processus du vieillissement s’accompagne de changements anatomiques et
physiologiques, réduisant les capacités d’adaptation aux différents stress et impactant I'état

psychologique des personnes agées.

Avec |'age, la composition corporelle est modifiée, une réduction de la masse maigre (masse
musculaire) au profit de la masse graisseuse est généralement observée. Cette atrophie musculaire
avec l'age (sarcopénie) induit une diminution de la force musculaire. Sur le plan histologique, la
structure méme du muscle squelettique et son phénotype se trouvent par ailleurs modifiés. Sur le plan
physiologique, les fonctions cardiaques et respiratoires déclinent (VO2amax, FC). Il en est de méme pour
le fonctionnement des divers métabolismes énergétiques, impactés entre-autres par I'augmentation
du stress oxydant au cours du vieillissement. Ces différents phénomeénes peuvent avoir une incidence
importante sur la réponse a I'exercice et les performances de I’homme, mais la réciproque est tout

aussi vraie.

L’évolution, avec l'age, de ces différents systemes musculaires, cardiaques et respiratoires sera
analysée point par point dans les chapitres suivants, de méme que l'impact du facteur

environnemental qu’est I'activité physique.

. SYSTEMES MUSCULAIRE SQUELETTIQUE, CARDIO-RESPIRATOIRE ET
VIEILLISSEMENT

Le vieillissement impacte les performances de 'lhomme avec I'adge. Les facteurs parmi les plus
influents sur la diminution des capacités physiques avec I'dge sont une dégradation du systéme
musculaire squelettique et du systeme cardio-respiratoire. Dans un premier temps, nous décrirons le
fonctionnement et les propriétés de ces systémes puis leur évolution au cours du vieillissement ainsi

que lI'impact de I'activité physique sur ces systemes.
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A. Systeme musculaire squelettique

1. Structure

Le systeme musculaire squelettique est composé d’'un ensemble de fibres musculaires, de
tissus conjonctifs, nerveux et vasculaires (Figure 1) recouvrant notre squelette et s’y attachant par
I'intermédiaire de tendons. Les fibres musculaires désignent des cellules dont le but essentiel est la
contraction. Elles sont composées de cellules appelées : myocytes. Ces cellules sont délimitées par une
membrane cellulaire appelée sarcolemme et possedent plusieurs noyaux cellulaires, des
mitochondries et un ensemble de myofibrilles. Ces myofibrilles sont constituées de stries sombres et
claires, appelées sarcomeéres. Ce sont les unités contractiles du muscle et elles sont composées de 2
myofilaments : le filament épais de myosine, possédant des sites de fixation pour I'adénosine
triphosphate (ATP), molécule énergétique permettant la contraction musculaire, et le filament fin
d’actine sur lequel viennent se fixer les tétes de myosine, engendrant le mécanisme de la contraction

(Figure 2).

Figure 1 : Structure des fibres musculaires squelettiques (D’apres Tortora et al. 1994)
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Figure 2 : Structure des myofibrilles
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2. Propriétés et fonctionnement du muscle squelettique

Le muscle squelettique est I'organe qui assure la locomotion, il est donc indispensable pour
toutes formes d’exercices physiques. Son réle est de transformer I'énergie biochimique contenue dans
les substrats énergétiques (protéines, glucides, lipides) en énergie mécanique. Il posséde plusieurs

propriétés qui sont I'élasticité, I'excitabilité, la contractilité et la plasticité.

a) Elasticité musculaire

Le muscle est un tissu extensible. Lorsque les fibres musculaires sont relachées, un étirement
au-dela de la longueur de repos est possible. Suite a cet allongement, les fibres musculaires ont la
propriété physique de reprendre leur longueur de repos, c’est I'élasticité (Hill 1968, Borg 1980). Cette
propriété joue un réle important, notamment dans les sports de lancer ou le rendement de force est
amélioré grace a cette élasticité musculaire. L’élasticité du sarcomére est régulée par la troisieme
protéine la plus abondante, aprés la myosine et 'actine, dans le muscle strié : la titine, assurant le
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maintien de I'architecture myofibrillaire et étant capable de résister a I'extension du muscle relaché

(Wang 1979, Wang 1991) (Figure 2).

b) Stimulation et contraction musculaire

Le muscle squelettique est capable de recevoir un stimulus de nature chimique:
I'acétylcholine. Des motoneurones, contrdlés par le systéme nerveux (cerveau ou moelle épiniere),
innervent les fibres musculaires. Un motoneurone innerve et active simultanément plusieurs fibres
musculaires, ceci correspond alors a une unité motrice. Suite a un stimulus, I'axone du motoneurone
se dépolarise. La terminaison nerveuse motrice va alors libérer, au niveau de la jonction
neuromusculaire I'acétylcholine, neurotransmetteur se fixant sur ses récepteurs spécifiques de la
plague motrice, provoquant I'ouverture des canaux ioniques de la membrane musculaire et I'entrée

d’ions sodium (Na*) dans le muscle (Figure 3).

Si'entrée de sodium est suffisante, un potentiel d’action musculaire se forme et se propage dans toute
la fibre musculaire grace au sarcolemme et au réseau de tubules transverses (tubule T). L’arrivée de
ce potentiel d’action au niveau du réticulum sarcoplasmique provoque la libération du calcium dans
les myofibrilles permettant alors la fixation des tétes de myosine sur les filaments fins d’actine,
conditionnant le glissement des filaments et assurant ainsi le phénomene mécanique de la contraction

musculaire en présence d’ATP (Huxley 1969, Gordon 2000) (Figure 3).

Plus précisément, c’est I'action de la myosine ATPase, une enzyme permettant d’hydrolyser I’ATP (ATP
+ H,O > ADP + Pi + Energie) au niveau des téte de myosine, qui conduit a la libération d’énergie et a
la contraction musculaire (Lymn 1971). Une fois que le potentiel d’action cesse, le retour actif
(demandant une consommation d’ATP) du calcium dans le réticulum sarcoplasmique permet la
relaxation de la fibre musculaire. En effet, 'ATP n’est pas seulement hydrolysée au niveau de la
myosine mais est aussi nécessaire au fonctionnement des pompes ioniques telles que la pompe
calcium au niveau du réticulum sarcoplasmique (pompe SERCA : SarcoEndoplasmic Reticulum Ca?*
ATPase), permettant le recaptage du calcium et la relaxation musculaire (Periasamy 2008), et la pompe
sodium-potassium au niveau de la membrane cellulaire permettant le transport du sodium (Na*) et du
potassium (K*) contre leur gradient de concentration et régulant le potentiel électrochimique de la

membrane (Scheiner-Bobis 2002).
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Figure 3 : Schéma d’une stimulation musculaire de la plaque motrice aux myofibrilles.
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c) Type de fibres et plasticité musculaires

Le muscle squelettique est un tissu formé de fibres musculaires de plusieurs types possédant
des propriétés structurales et fonctionnelles différentes. La fonction contractile du muscle résulte alors
de la proportion des différents types de fibres le composant, donnant ainsi un role physiologique

unique a chaque muscle (posture, locomotion, effort intense).

Plusieurs types de fibres musculaires striées existent chez les mammiferes, dépendant structuralement
des isoformes de myosine qu’elles contiennent (Reiser 1985, Gueguen 2006, Schiaffino et Reggiani
2011, Peng Wu 2017) mais aussi de I'activité de la myosine ATPase (Barany 1967, Gueguen 2006,
Schiaffino et Reggiani 2011) influencant la vitesse maximale de raccourcissement des myofilaments.

Ces fibres se différencient par plusieurs aspects tels que : leur vitesse et leur force maximale de
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contraction, leur résistance a la fatigue et le métabolisme qu’elles utilisent pour resynthétiser I'ATP

(Karp 2001, Gundersen 2011, Schiaffino et Reggiani 2011) (Tableau 1).

Il existe ainsi, chez les mammiferes, 4 types de fibres musculaires pures : |, lla, lIx et llb et des fibres

musculaires hybrides : I/1la, lla/lIx et IIb/IIx (Schiaffino et Reggiani 2011, Peng Wu 2017).

Les fibres de type | (fibres lentes) ont un seuil d’activation bas et seront donc mobilisées pour
des contractions faibles. Elles interviennent donc lors d’exercices prolongés de faible intensité. Elles
ont une grande résistance a la fatigue et une vitesse de contraction lente. Le métabolisme oxydatif est
préférentiellement utilisé, c’est pourquoi ce type de fibre nécessite un plus grand nombre de
capillaires, de mitochondries et de myoglobines, hémoprotéines musculaires permettant le transport
du dioxygéne dans le muscle et donnant cette couleur rouge aux fibres musculaires de type | (Karp

2001, Schiaffino et Reggiani 2011).

Les fibres de type Il (fibres rapides) sont divisées en trois sous-parties, les fibres lla, lIx et les
fibres llb. Les fibres llb ont une force et une vitesse de contraction tres élevées et sont généralement
associées aux activités intenses et de courte durée car tres fatigables. Elles utilisent essentiellement le
métabolisme glycolytique et contiennent donc peu de mitochondries et de myoglobines (fibre
blanche). Les fibres de type lla ont, quant a elles, une utilisation a la fois du métabolisme oxydatif et
glycolytique. Elles possédent plus de mitochondries et de myoglobine que les fibres llb et sont donc
plus résistantes a la fatigue que celles-ci, tout en ayant une force de contraction plus élevée que les
fibres de type I. Les fibres de type lIx sont un intermédiaire entre les fibres lla et llb. (Gundersen 2011,

Schiaffino et Reggiani 2011)

Tableau 1 : Caractéristiques des différents types de fibres musculaires (Karp 2001, Gueguen 2006,

Gundersen 2011)

Type | Type lla Type llb
Métabolisme utilisé Aérobie Aérobie et anaérobie Anaérobie
Vitesse de contraction + ++ +++
Force de contraction + ++ +++
Résistance a la fatigue +++ ++ +
Nombres de mitochondries +++ ++ +
Concentration en myoglobine +++ ++ +
Vascularisation +++ ++ +
ATPase Lente Moyenne Rapide
Enzymes oxydatives +++ ++ +
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Typel Type lla Type llb
Enzymes glycolytiques + ++ +4++
Phosphocréatine (PCr) + . it
comme substrat énergétique
Glucose comme substrat + + i
énergétique
Acides gras libres comme it ++ +
substrat énergétique
Taille du réticulum + ++ i
sarcoplasmique
Isoformes de la créatine Mi-CK Mi-CK et MM-CK MM-CK
kinase (CK) dominants

La majorité des muscles squelettiques est constituée de plusieurs types de fibres dont le
pourcentage varie considérablement en fonction du muscle, de I'entrainement et de I’adge. Ainsi, un
muscle postural aura une plus grande majorité de fibres de type |, tandis qu’'un muscle actif impliqué
dans les efforts intenses aura une proportion plus élevée de fibres de type Il. Cette capacité des fibres
musculaires a changer de type fibrillaire permet cette adaptation musculaire a I'exercice. La conversion

suit généralement I'ordre suivant | <> lla ¢ lIx <> llb (Gundersen 2011, Schiaffino et Reggiani 2011).

Néanmoins, certaines différences sont a noter entre les espéces. Si chez le rats, la souris ou le lapin,
toutes ces fibres musculaires sont détectables, ce n’est cependant pas le cas chez I’humain chez qui,
les types de fibres llb restent indétectables (bien que le géne correspondant soit présent dans le
génome) (Schiaffino et Reggiani 2011). De méme, il est important de préciser que les proportions de
ces types de fibres pour un méme muscle peuvent étre différentes entre les espéces. Pour exemple,
dans le muscle soleus, les proportions des différents types de fibres musculaire sont de : type | (38%),
type lla (53%), type lIx (9%) chez la souris tandis qu’elles sont de : type | (90,3%), type lla (8,6%), type
I/lla (1.1%) chez le rat (Kammoun 2014, Peng Wu 2017).

Le muscle, tout comme le corps humain, s’adapte. C’'est sa propriété de plasticité qui permet au muscle
squelettique de modifier sa structure selon ses besoins. Ainsi, le type de fibres musculaires et la masse
musculaire peuvent varier en fonction du mode de vie (inactivité physique, exercice, nutrition), des
pathologies (diabéte, maladies neurodégénérative), de I’environnement (gravité, hypoxie) ou de I'age.
Cette fonction est importante car elle permet d’expliquer un grand nombre d’adaptations cellulaires

au stimulus de I'activité physique ou au cours du vieillissement.
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3. Plasticité et force musculaire avec I’age

Au cours du vieillissement, on observe une diminution concomitante de la masse et de la force
musculaires : la sarcopénie. Ainsi, a partir de 50 ans, on estime, une perte allant de 0.5% a 1% de la
masse musculaire totale par an (Tzankoff 1977, Mitchell 2012), et une diminution de 2 a 5 fois plus
importante pour la force musculaire (Mitchell 2012). Elle s’"accompagne d’une dégradation des
capacités physiologiques et des performances diminuant ainsi peu a peu l'autonomie chez les

personnes agées (Hughes 1996, Hunter 2004, Butler-Browne et Bigard 2006).

Plusieurs facteurs interviennent dans cette fonte musculaire chronique. Tout d’abord, avec I'age, un
déséquilibre entre protéolyse et protéosynthése musculaire se crée en faveur de de la protéolyse
(Butler-Browne et Bigard 2006). Ainsi, on observe un remplacement des fibres musculaires nécrosées
par du tissu conjonctif et graisseux. En d’autres termes, une transition de la masse maigre vers de la
masse graisseuse s’opere chez 'homme comme chez le rongeur (Hunter 2004, Figueiredo 2009,

Houtkooper 2011, Flack 2011, Mitchell 2012, Miljkovic 2015).

Le vieillissement impact également la production de force d’un point de vue qualitatif en altérant
notamment les interactions entre les tétes de myosine et les filaments fins d’actine (Miller 2014, Moen
2014, Miljkovic 2015). En effet, avec I’age, la suppression/modification des tétes de myosine au niveau
du filament épais par le stress oxydant, ou la réduction du nombre de filaments fins d’actine, réduirait
le nombre de tétes capables d'interagir dans un demi-sarcomere et entrainerait une production de
force plus faible chez les personnes agées (Miller 2014, Moen 2014). La diminution de la cinétique de
formation des ponts actine-myosine, semblant étre plus fortement présente chez la femme que chez
I’'homme (Miller 2013), contribue a la réduction des performances et des capacités fonctionnelles

musculaires au cours du vieillissement (Millers 2013, Millers 2014, Miljkovic 2015).

D’autre part, I'atrophie musculaire avec I'age est liée a une réduction du nombre de fibres musculaires,
concernant majoritairement les fibres musculaires rapides de type Il (Coggan 1992, Pyka 1994, Hunter
2004, Miljkovic 2015, Brooks 2016). Plus précisément, on observe une dégénérescence des
motoneurones au cours du vieillissement, et une diminution du diametre fibrillaire touchant
principalement ces fibres de type Il (Booth 1994, Edstrom 2007, Mitchell 2012, Miljkovic 2015). Cette
dénervation des fibres de type Il engendre alors un remodelage et un changement de typologie des

unités motrices au profit des fibres musculaires lentes de type I.

Récemment, face a la réduction du nombre d'unités motrices et a I'altération du contréle nerveux de

nos mouvements au cours du vieillissement, le concept de sarcopénie a été élargie a celui de
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DYNAPENIE prenant ainsi en compte cette perte de fonctionnalité du systéme neuromusculaire avec

I'age (Clark et Manini 2012, Mitchell 2012, Duchateau 2014).

Ce changement de typologie musculaire et cette réduction du nombre de motoneurones (innervant
majoritairement les fibres rapides de type Il) impliquent une diminution de la masse musculaire et de
la force de contraction avec I'age (Hunter 2004, Brooks 2016). De plus, il a été montré qu’avec le
vieillissement, la relaxation musculaire, correspondant au recaptage du calcium par le réticulum
sarcoplasmique apres une contraction, est ralentie de maniére conséquente (Payne 2004, Miljkovic
2015). En découle alors une diminution de la vitesse de contraction. Ces diminutions concomitantes
de la force et de la vitesse de contraction impliquent alors une diminution de la puissance de

contraction.

La diminution du nombre et de la stimulation des unités motrices de type Il expliquerait donc en grande
partie le déclin de la force et de la puissance musculaire avec I'age, tandis que la transition vers un
phénotype constitué plus majoritairement de fibres de type | engendrerait une relative meilleure
résistance a la fatigue musculaire (Hunter 2004, Kent-Braun 2009, Brooks 2016). Néanmaoins, il est
important de noter que I'activité physique, la sédentarisation, le statut nutritionnel ou encore les
maladies neurodégénératives sont autant de facteurs pouvant moduler ces dégradations de

I'organisme avec I'age.

4. Muscles squelettiques et exercice

La propriété de plasticité du muscle squelettique le rend trés sensible aux charges mécaniques.
L’activité physique, notamment, induit différentes adaptations dépendantes du volume, de l'intensité

et du type d’exercice réalisé.

Ainsi, il a été montré que les exercices en force/résistance, utilisant une intensité élevée d’exercice
induisent une synthése protéique musculaire (Schulte 2001, Hunter 2004, Harridge, 2007) engendrant
une hypertrophie des muscles sollicités (Schulte 2001, Kraemer 2004, Brook 2016), notamment en
stimulant la voie de signalisation mTOR (mammalian Target Of Rapamycin), une enzyme régulant la
croissance cellulaire et la synthese protéique (Drummond 2009, Brooks 2016, Smiles 2016) (Figure 4)
ou en inhibant I'activité de la myostatine, une protéine limitant la croissance des tissus musculaires
(Schulte 2001, Harridge 2007). Cette hypertrophie impacte plusieurs types de fibres musculaires (1, lla
et llb) (Pyka 1994, Kraemer 1995, Hakkinen 2002, Lambert 2005) augmentant la taille des fibres de
type | et principalement les fibres de type lla (Kraemer 1995, Lambert 2005, Harridge 2007) souvent

au détriment des fibres llb (Kraemer 1995, Hakkinen 2002, Lambert 2005), et cela méme pour le
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muscle agé (Schulte 2001, Hunter 2004, Lambert 2005), compensant alors le déclin des fibres de type
Il chez les personnes agées. En termes de performance, ces adaptations peuvent engendrer, en plus
d’une augmentation de la masse musculaire, un gain de force musculaire (Pyka 1994, Kraemer 2004,
Latham 2004, Brooks 2016) améliorant les capacités physiques des sujets agés (Hakkinen 2002, Hunter
2004).

Les entrainements en endurance basés sur une durée d’exercice plus long et sur une intensité plus
faible impactent de maniéres différentes le muscle squelettique. En effet, les exercices moins intenses
agissent principalement sur la fatigabilité du muscle (jeune ou dgé), en augmentant principalement les
myofibrilles de type |, mais aussi lla (Schantz, 1986, Coggan 1992, lambert 2005), en améliorant le
maintien de la force (Betik 2008) ainsi qu’en stimulant la biogénése mitochondriale (Bigard 2007,
Jornaycaz 2010, Brooks 2016). Cette biogénése mitochondriale est notamment induite par I'action de
PGC-1a (peroxisome proliferator-activated receptor y coactivator-1a) (Liang 2006, Jornaycaz 2010,
Smiles 2016), un co-activateur transcriptionnel activant d’autres facteurs de transcriptions nucléaires
tels que NRF1 et NRF2 (nuclear respiratory factor 1 et 2). En conséquence de |'activation de ces facteurs
de transcription, une augmentation de |I'expression de nombreuses protéines telles que TFAM (facteur
de transcription mitochondrial A) se produit. TFAM, une fois traduit dans le cytosol de la cellule, entre
la matrice mitochondriale entrainant une augmentation de la réplication et de I'expression de I'’ADN
mitochondrial stimulant ainsi la synthese des 13 protéines mitochondriales (Sévin et Girard 1999,
Hoppeler 2011, Picca 2015). Par ailleurs, PGC-1la est lui-méme activé par 'AMPK (Adénosine
MonoPhosphate-activated protein Kinase) (Zong 2002, Jornaycaz 2010, Smiles 2016) (Figure 4), une
enzyme clé dans la régulation de la biogénese mitochondriale, activée par I'augmentation de la
concentration intracellulaire en AMP lors de stress énergétique (ex : activité physique) (Atherton 2005,
Jornaycaz 2010), favorisant les réactions métaboliques génératrices d’ATP (B-oxydation, glycolyse) et

inhibant les voies anaboliques consommatrices d’ATP (synthéese protéique) (Foretz 2006).

Une augmentation de la densité capillaire et du ratio capillaire/fibre a aussi été détecté aprés des
entrailnements en endurance dans les muscles de typologie mixtes (Schantz, 1986, Coggan 1992,
Lambert 2005, Rossiter 2005). Cet enrichissement du réseau capillaire se fait de maniere homogéne
quel que soit le type de fibres, oxydatives comme glycolytiques et est majoritairement lié a
I’'angiogenése (Birot 2003). L’angiogenése représente la formation de nouveaux vaisseaux a partir de
vaisseaux préexistants et est principalement stimulée par des facteurs angiogéniques tels que les

protéines VEGF (Vascular endothelial growth factor) et FGF (Fibroblast Growth Factor) (Birot 2003).

Néanmoins, en termes de puissance, de gain de force et de masse musculaire, les entrainements en

résistance/force semblent plus efficaces, que ce soit chez les jeunes ou chez les individus dgés (Hunter
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2004, Betik 2008 et 2009). L'implication notamment de I’AMPK inhibant les voies de signalisation de la

synthése protéique (Figure 4) en serait un des principaux facteurs responsables (Hoppeler 2011,

Brooks 2016, Smiles 2016).

Figure 4 : Effets des entrainements en résistance ou en endurance sur les voies de signalisation de la

synthése protéique et de la biogénése mitochondriale (Hoppeler 2011).
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SYNTHESE

sur le systeme musculaire squelettique

Avec l'age, une transition naturelle, correspondant a une perte des types de fibres
glycolytiques (1) au profit des fibres oxydatives (I) se réalise, impactant les performances musculaires
en diminuant la masse et la force musculaire. Ces modifications phénotypiques rendent alors plus
difficilement réalisables les efforts quotidiens, déclinant I'autonomie chez les personnes agées. Si la
sédentarité peut aggraver ces effets, I'activité physique a au contraire un impact bénéfique. En effet,
les différents types d’entrainement (endurance, résistance, force) permettent de diminuer les effets
de la sarcopénie/dynapénie. Les entrainements les plus efficaces pour compenser le déclin de la masse
et de la force musculaire semblent étre basés sur des exercices de hautes intensités (résistance/force),

efficaces chez les sujets jeunes comme chez les sujets agés.

Toutes ces améliorations musculaires sont le résultat d’une adaptation aux différents stimuli
environnementaux (activité physique ou quotidienne, nutrition) et permettent une meilleure
autonomie chez la personne agée en facilitant les gestes du quotidien. Mais toute activité musculaire
nécessite un apport sanguin et un approvisionnement en oxygene (0,), apport assuré par le systéeme

cardio-respiratoire.

B. Systéme cardio-respiratoire

La cellule musculaire consomme de I'énergie (ATP) nécessaire au fonctionnement de
I’organisme et dont la demande augmente fortement lors d’exercices physiques ou pour tous gestes
quotidiens. Ces besoins musculaires nécessitent une importante production énergétique et par
conséqguent certaines adaptations de I'organisme, que sont les adaptations métaboliques, ventilatoires
ou encore cardiovasculaires. Dans ce chapitre, aprés avoir décrit le systeme cardio-respiratoire nous
nous intéresserons aux effets du vieillissement et de I'activité physique sur les possibles adaptations

cardiovasculaires et ventilatoires.

1. Le coeur et sa fonction

a) Généralités

La circulation sanguine permet le transport du sang, de | ‘oxygéne et des différents éléments

qui le constituent dans I'ensemble de I'organisme grace a un réseau de vaisseaux sanguins. Dans ce
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systéme cardiovasculaire, le coeur a un réle prépondérant, puisqu’il assure la mise en mouvement et

I’éjection du sang a travers tout le réseau vasculaire.

On distingue généralement la partie gauche du coeur (composé de I'atrium gauche et du ventricule
gauche) de la partie droite (atrium droit et ventricule droit). Si le coeur droit représente la pompe
cardiaque de la petite circulation permettant la réoxygénation du sang, le coeur gauche, dont le
myocarde est plus épais et sa contraction plus puissante, éjecte le sang oxygéné dans la circulation

systémique.

b) Cardiomyocytes et fréquence cardiaque

Les cardiomyocytes, cellules musculaires cardiaques, ont des propriétés communes a celles
des cellules musculaires squelettiques (rhabdomyocytes), et sont spécialisées dans un travail
mécanique : la contraction musculaire. Ainsi, le fonctionnement des sarcomeres est similaire a celui
des rhabdomyocytes. Cependant, a la différence des rhabdomyocytes, les cardiomyocytes possedent
généralement un seul noyau, un plus grand nombre de mitochondries et la caractéristique de se

contracter spontanément et de facon rythmique.

Toutefois, cette activité contractile spontanée est aussi sous I'influence du systéme nerveux autonome
modulant la fréquence cardiaque en fonction des besoins. On distingue alors le systéme nerveux
parasympathique : ralentissant le rythme cardiaque grace au neurotransmetteur qu’est
I'acétylcholine, et le systéeme nerveux sympathique: accélérant le rythme cardiaque par

I'intermédiaire des catécholamines.

Lors d’un exercice, la variation de stimulation sympathique et parasympathique permet
I'augmentation de la fréquence cardiaque pour répondre aux besoins de I'organisme. Ainsi, pour les
intensités relativement faibles, la diminution de I'action parasympathique permettra I'augmentation
de la fréquence cardiaque, tandis que pour les intensités plus élevées, c’est principalement
I"'augmentation de I'action sympathique qui en sera responsable. Cette fréquence cardiaque est limitée
par un maximal dépendant de I’age. La fréquence cardiague maximale est approximativement donnée
par les équations : FCmax = 220 — age (en année) de Astrand en 1954, ou plus récemment et plus

précisément par FCmax = 191.5 — 0.007*4ge? de Gellish en 2007.

c) Contraction du myocarde et débit cardiaque

L'activité électrique périodique décrite précédemment engendre I'activité mécanique du
cceur, composée de la contraction (systole) puis de la relaxation (diastole) de ses différentes

cavités. Plus communément, la fonction systolique représente I'ensemble des mécanismes permettant
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d’éjecter le sang dans la circulation systémique, correspondant a la phase de contraction du ventricule
gauche. De méme, la fonction diastoligue nomme communément les mécanismes de remplissage du
ventricule gauche. Le volume de sang éjecté a chaque contraction est appelé volume d’éjection
systolique (VES). Suivant la loi de Franck-Starling, tout étirement des fibres myocardiques entraine une
augmentation de leur contractilité ; le VES est donc principalement conditionné par le volume de

remplissage du ventricule en fin de diastole (Volume télédiastolique : VTD).

A l'exercice, la fréquence cardiaque augmente, et le temps imparti pour la diastole et le remplissage
du ventricule gauche diminue donc en conséquence impliquant donc une limite au VES maximal
possible. Un plateau de VES est ainsi atteint aux environs de 70% de la FCnax et de 40-50% du VOamax
(débit maximal d’oxygeéne), dépendant du sexe, de I’dge et de I'entrainement du sujet (Gledhill 1994,

Vella & Robergs, 2005).

Le débit cardiaque (Qc), se définit comme le produit de la fréquence cardiaque et du volume d’éjection
systolique (Qc = FC * VES), correspondant a la quantité de sang éjectée dans la circulation systémique
en une minute. Comme il dépend de la FC et du VES, le débit cardiaque augmente progressivement

avec I'intensité de I'exercice (Gledhill et al., 1994, Vella & Robergs, 2005, Rowland, 2009).

Au repos, les muscles n’utilisent qu’environ 20% des 5L éjectés par le coceur a chaque minute, mais a
I’exercice, la redistribution sanguine et la vasodilatation musculaire vont permettre aux muscles de
recevoir une proportion beaucoup plus importante du débit sanguin (Joyner et Casey 2015). C'est

environ 80-90% du débit sanguin qui est alors distribué aux muscles actifs (Joyner et Casey 2015).

Avec l'activité musculaire, le systéeme cardiovasculaire s’adapte donc dans le but d’apporter le
dioxygéne, les nutriments et les hormones nécessaires au bon fonctionnement des muscles
squelettiques, mais aussi afin de rejeter les déchets (dioxyde de carbone : CO,) de I'organisme. Il se

doit donc de fonctionner en synergie avec le systéme respiratoire.

2. Le systéme respiratoire et sa fonction

Tout comme le systeme cardiovasculaire, le systeme respiratoire répond a des besoins
musculaires. L’augmentation de la demande cellulaire en dioxygene et des besoins d’extraction du
dioxyde de carbone est a I'origine de la réponse respiratoire et entraine, dés lors, une augmentation
de la ventilation. Sa fonction principale sera donc d’effectuer les échanges gazeux entre I'organisme
et le milieu extérieur, permettant ainsi I'absorption de dioxygene O, et le rejet de dioxyde de carbone

CO..
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a) Généralités

La respiration comprend 3 processus : la ventilation pulmonaire, la respiration externe et la

respiration interne.

La ventilation pulmonaire est le mécanisme permettant les échanges gazeux entre I'atmosphére et les
alvéoles pulmonaires. Ces échanges se basent sur le principe de gradient de pression. Ainsi a
I'inspiration, la contraction du diaphragme et des intercostaux externes augmente le volume intra-
thoracique, ayant pour conséquence une diminution de la pression intra-pulmonaire et I’entrée d’air,
et du dioxygene le composant, dans les alvéoles. A l'inverse, lors de I'expiration, le relachement des
muscles inspiratoires ainsi que la compliance pulmonaire engendrent une diminution du volume intra-
thoracique et une élévation de la pression intra-alvéolaires, expulsant I'air contenu dans les poumons

vers le milieu extérieur.

Le deuxiéme processus qu’est la respiration externe a pour objectif la diffusion de I'O; et du CO; entre
les alvéoles pulmonaires et les capillaires pulmonaires. Il permet la conversion du sang désoxygéné
provenant du cceur (ventricule droit) en sang oxygéné retournant vers le coeur (ventricule gauche),

ainsi que le rejet du CO; provenant du ventricule droit

Suite a la prise de relai du systéme cardiovasculaire pour transporter le sang oxygéné aux cellules
tissulaires, le troisieme processus se met en place : la respiration interne. Celui-ci correspond a
I’échange d’0; et de CO; entre les capillaires sanguins et les cellules de I'organisme. Ici, le sang oxygéné
libére son O, qui se diffuse vers les cellules, tandis que le CO, provenant des cellules passe dans le

sang.

Ces nombreuses étapes de diffusion de I'oxygene, des alvéoles aux cellules musculaires, ont pour
objectif son utilisation par les chaines respiratoires mitochondriales permettant ainsi le

renouvellement de I’ATP indispensable a la contraction musculaire.

b) Consommation d’oxygene (VO.) et exercice

L'organisme s’adapte afin de fournir I'énergie nécessaire en réponse aux besoins musculaires.
Un des facteurs le plus plébiscité dans I'entrainement est la consommation maximale d’oxygene :
VO;max. Elle a été définie comme la quantité maximale d’oxygene utilisé par I'organisme par unité de
temps (Hill et Lutpon en 1923). Ce débit s’exprime généralement en mL.min et afin de permettre des
comparaisons interindividuelles, est souvent rapporté au poids de corps de l'individu ou de I’'animal

(mL.kgt.min?) (Taylor 1955).
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Cette consommation d’oxygene peut se calculer grace a la relation décrite par Fick en 1870 :
VOZ = QC X (DavOZ)
<& VO, = FC x VES x (C.0,-C,0,)

Cette équation calcule donc la consommation d’oxygéne (VO,, en mLoz.min™) grace au produit du
débit cardiaque (Qc, en Lisang.min) par la différence artério-veineuse en O, (Da,0>). Plus précisément,
le débit cardiaque est le produit de la fréquence cardiaque (FC, en batt.min) par le volume d’éjection
systolique (VES, en Lsang), alors que la D,yO; correspond a la différence entre le contenu artériel en

oxygene (C,02, en mLo2).Lisang) ™) €t le contenu veineux en oxygéne (C,02, en MLo2).Lisang) ™)

Néanmoins, cette mesure de VO, est difficile et colteuse a mettre en place. La plupart des études,
dont la noétre, effectuent cette mesure de la consommation d’oxygéne au niveau pulmonaire et non
tissulaire. Elle se calcule alors par la différence entre la quantité d’oxygene inspirée et la quantité

d’oxygene expirée par minute.

Avec l'augmentation de l'intensité d’un exercice, la consommation d’oxygene atteint un maximal
(VO2max). VO2max €st généralement accepté comme un facteur de performance aérobie et est
déterminant dans I’évaluation du bon fonctionnement du systéme cardio-respiratoire (Astrand 1954,
Bassett 2000, Midgley 2006). Nous verrons ci-aprés comment I'entrainement, ainsi que le

vieillissement impactent cette consommation maximale d’oxygéne.

3. Effet de I’age sur le systéme cardio-respiratoire

Tout comme le systeme musculaire squelettique, le systéeme cardiovasculaire et le systeme
respiratoire subissent les effets de I'dge. Comme nous I'avons précisé précédemment, ces deux
derniers systémes fonctionnent en synergie : le systeme respiratoire permet les échanges de gaz tandis
que le systéme cardiovasculaire effectue le transport de ces gaz (entre autres). Il est donc important
de les étudier ensemble. Dans le cadre de notre étude, nous nous attarderons principalement sur la

consommation d’oxygéne (VO).

Actuellement, la consommation maximale d’oxygene (VOamax), est autant un facteur de
performance aérobie qu’un indicateur de bonne santé. Certaines études le considérent d’ailleurs
comme un prédicteur majeur de la mortalité (Myers 2002, Hawkins 2003). En effet, bien que les études
ne soient pas encore toutes en accord concernant le degré de diminution de VOxmax avec I'age, elles

s’entendent pour dire que celle-ci diminue avec le vieillissement (Hawkins 2003, Pimentel 2003, Fleg
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2005, Tanaka 2008, McMullan 2016). Ainsi, d’aprés la revue de Shvartz et Reibold en 1990 fondée sur

62 articles mesurant le VOamax d’adultes en bonne santé aux Etats-Unis, au Canada et dans 7 pays

européens, une classification des valeurs de VO;maxavec I’age nous donne le tableau suivant :

Tableau 2 : Classification simplifiée du VOzmax (ml.kg2.min) en fonction de I’dge et du sexe (adapté

de Shvartz et Reibold 1990)

Sexe Age Trés Moyen | Excellent
(années) mauvais
20-24 <32 44-50 >62
25-29 <31 43-48 >59
w 30-34 <29 41-45 >56
S 35-39 <28 39-43 >54
> 40-44 <26 36-41 >51
g:) 45-49 <25 35-39 >48
50-54 <24 33-36 >46
55-59 <22 31-34 >43
60-65 <21 29-32 >40
20-24 <27 37-41 >51
25-29 <26 36-40 >49
30-34 <25 34-37 >46
E 35-39 <24 32-35 >44
S 40-44 <22 30-33 >41
E 45-49 <21 28-31 >38
50-54 <19 26-29 >36
55-59 <18 24-27 >33
60-65 <16 22-24 >30

Si certaines études transversales observent un déclin linéaire d’environ 7-10% de VO,max tous

les 10 ans (Wilson 2000, Mc Guire 2001, Pimentel 2003, Tanaka 2008), les études longitudinales

montrent que ce déclin s’accélere avec I'avancée de I'age, principalement chez les hommes (Hawkins

2003, Fleg 2005) (Figure 5ab).
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Figure 5: Cinétique d’évolution du VO:m.x avec I’age. Différence en fonction du sexe et du type
d’études (longitudinales et transversales). D’aprés les études de Hawkins en 2003 (A) et de Fleg en

2005 (B).
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Comme VOzmax dépend de la fréquence cardiague maximale (FCmax), du volume d’éjection
systolique (VES) et de la différence artério-veineuse en O, (D.yO3), I'abaissement d’un de ces facteurs
sans adaptation inverse des autres implique une diminution de la VO2max (Ogawa 1992). Concernant la
FCmax, SON équation de calcul parle d’elle-méme puisqu’elle est calculée en fonction de I’adge (220-age)
et diminue indéniablement au cours du vieillissement (Astrand 1954, Wilson 2000, Gellish 2007,
Tanaka 2008). Néanmaoins, il est important de préciser que pour une intensité d’exercice donnée, une
personne agée aura une fréquence cardiaque a I'effort (relative a I'intensité) qui sera alors supérieure
comparée a un plus jeune sujet (Fleg et al 1995). Et cela afin de compenser la diminution concomitante

du VES a l'effort au cours du vieillissement.

En effet, avec I’dge, on observe un abaissement de la contractilité myocardique due aux diminutions
du nombre de cardiomyocytes, de I’élasticité myocardique et de la réponse a la stimulation

sympathique (Olivetti 1991, White 1994, Shih 2011). Le volume maximal d’éjection systolique pouvant
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étre atteint diminue donc avec I'dge (Ogawa 1992, Giada 1998, Hawkins 2003, Tanaka 2008). Toutefois,
la diminution de la FCnax au cours du vieillissement reste le mécanisme principal de I'altération du débit
cardiaque maximal a I'exercice, réduisant ainsi la consommation maximale d’oxygene (VOamax) (Wilson

2000, Hawkins 2003).

Si la baisse de VOamax €5t souvent associée a une augmentation des maladies cardiorespiratoires (Myers
2002, Pimentel 2003, Sui 2007), sa relation plus récente avec la masse et la force musculaire est d’'une
grande importance (Lovell 2009, Garber 2011). En effet, la diminution de la masse maigre et
I’'augmentation de la masse grasse jouent un réle important dans la baisse de VOamax (Hawkins 2003,
Sanada 2004), et a contrario un maintien de la masse maigre et de la force musculaire semblent jouer
positivement dans le maintien de VOamax (Hawkins 2003, Garber 2011). Au niveau périphérique, la
capacité oxydative musculaire et la densité capillaire semblent diminuer avec I'dge réduisant la
consommation d’oxygéne musculaire et par conséquent la différence artério-veineuse en O; lors de
I’exercice (Ogawa 1992, Mc Guire 2001, Tanaka 2008). Cette réduction de la capacité oxydative
musculaire dépend de plusieurs facteurs, et reste encore aujourd’hui au cceur de controverses. Nous

les détaillerons dans les chapitres suivants.

4. Effet de I'activité physique sur le systéme cardio-respiratoire

Si I’age impacte grandement les capacités cardio-respiratoires, I'exercice permet quant a lui
certaines compensations. Les effets de I’activité physique sur le VO:max €t les risques cardiovasculaires
ont été, au cours de ces dernieres décennies, au cceur des recherches scientifiques que ce soit dans le

domaine de la performance ou, plus récemment, de la santé.

Comme nous I'avons vu dans le tableau précédent (Tableau 2), les valeurs de VOzmax d’un jeune homme
et d’une jeune femme non entrainés sont autour de 45 ml.kgt.min et 38 ml.kgt.min! respectivement
(Shvartz et Reibold 1990). Les athlétes de haut-niveau atteignent quant a eux des valeurs bien plus
élevées de l'ordre de 80-85 ml.kgt.min. Le dernier record mondial se trouve étre un jeune cycliste
norvégien de 18 ans, Oskar Svendsen dont le VOmax mesuré a atteint la valeur de 97,5 ml.kgt.min?!
(Fissac 2017). Généralement, les coureurs de fond, les cyclistes et les skieurs de fond présentent les

VO2max les plus élevées (Joussellin 1990).

L'entrainement de type aérobie (endurance) a, depuis longtemps, été utilisé dans I'amélioration de
VOomax @ tout age (Huang 2005, Milanovi 2015, Montero 2016). Il permet notamment une
augmentation du VES et donc du débit cardiaque (Dogra 2012, Montero 2016), une augmentation de

la densité capillaire ou de la qualité/quantité des mitochondries (Bigard 2007, Bori 2012). Néanmoins,
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I'amélioration du VO2max sSemble aujourd’hui plus effective avec une intensité d’exercice élevée que
modérée, impliquant donc un facteur « intensité d’exercice » important (Swain 2005, Bacon 2013). Les
études se sont donc plus récemment intéressée aux exercices de type intermittent, de type résistance
ou aux combinés résistance/endurance afin d’en étudier les effets sur les performances aérobies et

sur le VOomax.

Que ce soit des entrainements en endurance ou en résistance, il semble clair aujourd’hui qu’aucun
effet n’est possible quant a 'amélioration de la FCrmax (Hawkins 2003, Ozaki 2013). L’augmentation du
débit cardiaque maximal a I'entrainement semble donc principalement due a lI'augmentation du
VESmax, menant a une amélioration du VOmax a I’entrainement chez les personnes agées (Lovell 2009,
Dogra 2012). D’autre part, les modifications au niveau périphérique (D.O,, densité capillaire, masse
musculaire) semblent étre aussi des contributeurs influents dans les changements de VO,max avec I'dge

(Ozaki 2013).

Actuellement nous savons que les entrainements aérobies ont un impact positif sur le VOamax €n
améliorant le VESmax, la densité capillaire ou encore I'efficacité mitochondriale (Dogra 2012, Ozaki
2013, Montero 2016) ainsi qu’en diminuant les risques cardiovasculaires (Huang 2005). Concernant les
entralnements en résistance ayant une intensité d’exercice élevée, il existe encore trop de controverse
pour conclure a un effet sur VOamay, certains observant une augmentation (Shaw 2005) et d’autres n’en
observant aucune (Ozaki 2013). Il semble tout de méme que I'effet bénéfique d’un entrainement en
résistance sur VO2zmax SOit possible lorsque le VOamax initial (avant entrainement) est faible (Ozaki 2013).
De plus, les entrainements de type résistance augmentent la masse et la force musculaire (cf. chapitre
précédent) et ont donc un réle important sur VOamax, mais aussi sur les maladies cardiovasculaires
(Garber 2011). Il est d’ailleurs possible que cette augmentation de la masse musculaire empéche de
visualiser I'amélioration des valeurs de VO.max Observées dans les études, VO, étant principalement

exprimé en fonction du poids du sujet (Ozaki 2013).

Finalement |’exercice, qu’il soit du type endurance ou résistance, a un effet positif sur le systéeme
cardio-respiratoire (Garber 2011), améliorant le VOzma, le VES ou encore la force et la masse
musculaire. La diminution des risques de maladies cardiovasculaires observée est aussi un fait
indéniable et important concernant le vieillissement. Malgré tout, le déclin des capacités cardio-
respiratoires avec I'age ne pourra étre compensé par I'entrainement (Wilson 2000, Hawkins 2003,
Pimentel 2003, Fleg 2005), mais I'activité physique, si elle est adaptée, permettra tout de méme de
garder des capacités cardio-respiratoires plus efficaces a tout age (Wilson 2000, Hawkins 2003,
Pimentel 2003, Fleg 2005) (Figure 6). Le cas isolé de Robert Marchand, suivi dans notre laboratoire,

améliorant son VOzmax (+13%) de 101 ans a 103 ans, en est d’ailleurs un bon exemple (Billat 2017).
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Figure 6 : Déclin du VO2max chez des sujets entrainés, actifs ou sédentaires au cours du vieillissement

(Wilson 2000)
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sur le systeme cardio-respiratoire

Au cours du vieillissement, on observe un déclin des capacités cardiorespiratoires, représenté

principalement par une diminution du VOamax €t par une augmentation des maladies cardiovasculaires.

Le déclin du VO2max moyenné a 10% par décennie dés I’age de 50 ans aurait tendance a s’accélérer en

fin de vie, et bien que cela soit inéluctable, I'activité physique est en mesure d’améliorer la capacité

cardiorespiratoire a tout age. Si les exercices de type aérobie sont depuis longtemps les plus usités

pour augmenter le VOamay, les exercices plus intenses sont actuellement au cceur des études afin

d’évaluer les effets positifs du gain de force et de masse musculaire sur les capacités

cardiorespiratoires.
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. LES DIFFERENTS METABOLISMES ENERGETIQUES

L'adénosine triphosphate (ATP) est la molécule énergétique du vivant, indispensable au bon
fonctionnement de I'organisme. Lors de I'exercice, I’ATP est hydrolysée (ATP + H,O - ADP + Pi+ H* +
Energie) au niveau des tétes de myosine produisant ainsi I'énergie permettant le glissement des

myofilaments d’actine sur ceux de myosine et in fine la contraction musculaire.

Notre corps et plus précisément nos muscles ont donc besoin de ce carburant qu’est I’ATP. Trois
mécanismes permettent la régénération d’ATP : le métabolisme de la phosphocréatine (anaérobie
alactique), le métabolisme glycolytique (anaérobie lactique) et le métabolisme oxydatif (aérobie). Ces
voies fonctionnent simultanément mais dans des proportions qui different suivant l'intensité de

I'activité physique réalisée (Figure 7).
Figure 7 : Courbes des filieres énergétiques (inspiré d’Howald 1974)
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A. Métabolisme anaérobie alactique

Lors de l'initiation de la contraction musculaire ou lors d’un exercice tres intense, la cellule
musculaire requiert immédiatement de I’ATP. Malheureusement, les réserves d’ATP présentes dans le

muscle ne permettent une contraction que de 2 a 3 secondes. En effet, en raison de sa durée de vie
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trés courte (de I'ordre de la minute), I’ATP ne se stocke pas dans la cellule et nécessite donc un

perpétuel renouvellement (Bongbele 1990).

Ainsi, une fois que les infimes réserves d’ATP sont utilisées par les cellules musculaires, un autre
mécanisme se met en place instantanément afin de régénérer I’ATP. Ce mécanisme fait intervenir la
phosphocréatine (PCr), une molécule riche en énergie, dont le role est de fournir un groupe phosphate
a I'adénosine diphosphate ADP (formée par I’hydrolyse de I’ATP), afin de reconstituer de I’ATP par la

réaction :

PCr + ADP - ATP +Cr

(enzyme : créatine kinase cytosolique)

Dans les cellules musculaires, cette réaction est catalysée par I'enzyme de la créatine kinase musculaire
(MM-CK) (Wallimann 1978, Ventura-Clapier 1998). Elle est efficiente dés le début de I’exercice pour
des intensités maximales et ne nécessite pas d’oxygéne (anaérobie). Ce métabolisme permet de
subvenir aux besoins immédiats des cellules musculaires (ou du cerveau), néanmoins les stocks de PCr
sont épuisés trés rapidement (moins de 10-20 secondes) (Howald 1974, Wilmore 2017), bien qu’ils
puissent étre resynthétisés. Si la contraction musculaire continue, I'organisme recourt alors a d’autres
voies métaboliques pour reconstituer ’ATP plus durablement, mais l'intensité de I'activité devra

néanmoins diminuer.

B. Métabolisme anaérobie lactique

1. Généralités

Le glucose, molécule a six carbones, est considéré comme la source principale du métabolisme
énergétique de I'organisme. Lors de I'exercice intense et de durée moyenne (quelques minutes), le
métabolisme de la glycolyse anaérobie devient le mécanisme prépondérant de la régénération de
I’ATP. La glycolyse est utilisée au niveau du cytosol de la cellule musculaire afin de former de I’ATP a
partir de la dégradation du glucose provenant du plasma sanguin. Cette glycolyse passe par une
premiére étape, catalysée par 'enzyme Héxokinase (HK), permettant la formation d’un important
métabolite intermédiaire, le glucose-6-phosphate (G6P), ne pouvant sortir de la cellule musculaire et

qui, de par sa dégradation, permet la synthése d’ATP (Figure 8.1).

La formation de G6P peut aussi se réaliser grace a la forme de stockage du glucose : le glycogene. Ce

glycogene est présent dans le foie (20% du glycogene total), et permet la régulation de la glycémie et
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I'apport en glucose au cerveau, mais il est en plus grande quantité localisé dans le muscle (80%)
(Wilmore 2017). Dans ces derniers, le glycogéne se dégrade en glucose-6-phosphate (G6P) par le
processus de la glycogénolyse (Wilmore 2017). La différence notable est que la dégradation du glucose
en G6P nécessite de I'énergie (1 ATP) tandis que la dégradation du glycogene en G6P n’en requiert pas.

(Figure 8.1).

Figure 8.1 : Bilan énergétique de la glycolyse a partir du glucose et du glycogéne.
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Apres pas moins de 10 réactions faisant intervenir diverses enzymes telles que la Phosphofructokinase

(PFK) et la pyruvate kinase (PK), le bilan simplifié de la glycolyse anaérobie est le suivant :
Glucose + 2 ADP + 2 Pi + 2 NAD* - 2 pyruvates + 2 ATP + 2 NADH,H*
ou:
Glycogéne + 3 ADP + 3Pi + 2 NAD* = 2 pyruvates + 3 ATP + 2 NADH,H*

Ainsi, bien que I’ATP soit produit rapidement (Brooks 1996, Spriet 2000, Wilmore 2017) et sans besoin
d’approvisionnement en dioxygene, le rendement énergétique est relativement faible, car seulement

2 ATP sont formées par molécule de glucose (ou 3 ATP par molécule de glycogéne hydrolysé) (Wilmore

2017).
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Néanmoins, il est indispensable d’étudier le devenir des produits de cette glycolyse, afin de prendre

en compte la capacité énergétique totale des substrats glucidiques.

2. Formation et utilisation du lactate

Dans le cytosol des cellules musculaires, en fonction de l'intensité de I'exercice (exercices
intenses) et du type de fibres musculaires (type lla, IIb), la glycolyse meéne a la formation de lactate. En
effet, la régénération du coenzyme Nicotinamide Adénine Dinucléotide NAD*, indispensable a la

glycolyse, est assurée par la réduction du pyruvate en lactate suivant la réaction :

Pyruvate + NADH,H* & Acide lactique + NAD+

(enzyme : lactate déshydrogénase)

= Pyruvate + NADH,H" & Lactate + H* + NAD*

(NB : au pH intramusculaire la molécule d’acide lactique est entiérement dissociée en un proton H* et

en un anion = le lactate) (Cazorla 2001, Wilmore 2017).

Cette réaction est catalysée par I'enzyme lactate déshydrogénase (LDH). La LDH a 5 iso-enzymes,
composées de 2 principales sous-unités : M (muscle) prédominantes dans les muscles squelettiques et
favorisant la réduction du pyruvate en lactate, ainsi que la sous-unité H (heart) favorisant la réaction
inverse et se retrouvant majoritairement dans le cceur. La LDH musculaire est un marqueur de

I'utilisation de la glycolyse (Singh 1968, Kaczor 2006).

Une fois produit, le lactate s’"accumule dans le cytosol, puis est transporté dans les capillaires sanguins
(Brooks 1986, Gladden 2004, Philp 2005). Plusieurs mécanismes sont alors possibles permettant son

utilisation (Figure 8.2) :

- une partie du lactate va étre transporté vers le cceur (myocarde), ou il sera oxydé (réaction
inverse faisant intervenir la LDH-H) afin de reformer du pyruvate utilisé pour fournir de
I’énergie par I'intermédiaire du métabolisme aérobie (Brooks 1986, Gladden 2004, Philp 2005,
Poortmans et Boisseau 2017) ;

- le lactate peut étre oxydé par les différents groupes musculaires les moins sollicités, et
possédant principalement des fibres lentes, mais sera aussi capté par le cerveau (Ide 2000,
Quistorff 2008, Van Hall 2009, Poortmans et Boisseau 2017) et les neurones (Pellerin 2005,
Philp 2005) mais principalement lors de la récupération post-exercice (Brooks 1986, Philp

2005).
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- une quantité de lactate (10 a 20%) sera utilisée pour la néoglucogénése hépatique, permettant
la synthese de glucose dans le foie a partir, ici, du lactate, glucose pouvant alors étre transporté
par le sang et réutilisé par les cellules musculaires (Brooks 1986, Gladden 2004, Philp 2005,
Poortmans et Boisseau 2017) (cycle de Cori Figure 8.2) ;

- une infime partie du lactate sera éliminée par les reins (Poortmans et Boisseau 2017).

Le transport du lactate a travers I'organisme, permettant son utilisation, s’effectue grace a des
transporteurs spécifiques: les MCT (monocarboxylate transporteur). Entre autres, MCT1,
principalement présent dans les fibres musculaires de type oxydatives (type I) ainsi que dans le coeur,
facilite le captage du lactate présent dans le milieu extracellulaire (Halestrap 1999, Bonen 2001), tandis
que MCT4, prédominant dans les fibres musculaires glycolytiques (type 1l), participe a I’extraction du
lactate vers le milieu extracellulaire (Halestrap 1999, Bonen 2001). Nous aborderons plus précisément

ces transporteurs dans la suite de ce chapitre.

Figure 8.2 : Réutilisation du lactate lors du cycle de Cori (inspiré de Cazorla 2001, Gladden 2004).
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Contrairement aux idées regues et encore trop présentes dans le monde du sport, le lactate
n’est donc pas un déchet toxique pour le muscle, mais bel et bien un métabolite intermédiaire pouvant
étre utilisée comme substrat énergétique (Cazorla 2001, Brooks 2002, Gladden 2004, Philp 2005), et

son accumulation durant I'exercice ne serait pas due au manque d’oxygéne (Gladden 2004). Les
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responsables de I'acidose musculaire sont en réalité les protons (H*) formés lors des différentes

réactions anaérobies que nous venons de voir.

La lactatémie que I'on mesure a I'exercice est la concentration de lactate dans le sang. Elle résulte de
la différence entre I'apparition du lactate (production musculaire) et sa disparition (oxydation,
excrétion). Sa forte corrélation avec la production de proton par la voie anaérobie en fait un indicateur
indirect de I'acidose musculaire et de la sollicitation de la glycolyse anaérobie dans la resynthese d’ATP

(Korhonen 2005, Hanon 2010).

Bien que I'entrainement engendre principalement une concentration sanguine de lactate plus faible a
tous niveaux relatifs d’exercice sous-maximal (résultat d’une meilleure clairance), la lactatémie
maximale pouvant étre atteinte peut tout de méme étre augmentée indiquant ainsi une meilleure
résistance a I'acidose musculaire, facteur limitant de I’exercice (Poortmans et Boisseau 2017, Wilmore
2017). Si la valeur de repos de la concentration de lactate sanguine est d’environ 1 mmol.L? chez
I’'homme, la concentration maximale peut aller jusqu’a 22 mmol.L? lors d’exercice intense tel que le

400 metres (Hanon 2010, Poortmans et Boisseau 2017)

C. Métabolisme aérobie

Comme nous venons de le voir, les différentes voies métaboliques anaérobies constituent les
principales sources d’énergie lors des premiéres minutes d’exercice de haute intensité. En revanche,
lors d’exercices de longue durée et d’intensité beaucoup plus faible, le métabolisme aérobie
prédomine pour la resynthése d’ATP. Ce dernier se déroule dans les mitochondries des cellules
musculaires (squelettiques ou cardiaques) et nécessite du dioxygene (0,). L'ensemble des substrats
énergétiques (lipides, glucides et protéines) peut étre mobilisé et le rendement en ATP est trés élevé.
Néanmoins, la nécessité de I'adaptation du systeme cardiovasculaire et respiratoire pour répondre a

la demande en O, en fait un métabolisme plus lent a mettre en place.

1. La mitochondrie

La mitochondrie est un organite cellulaire jouant un réle primordial dans la production
énergétique, nécessaire au bon fonctionnement des cellules. Elle contribue en effet a la synthése d’ATP

grace a divers processus tels que le cycle de Krebs, la phosphorylation oxydative ou la béta-oxydation,
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qgue nous détaillerons plus tard. Les muscles squelettiques contiennent une quantité variable de

mitochondries en fonction de leur réle et de leur typologie.

Cet organite présent dans le cytosol de la cellule se compose (Figure 8.3) :

- d’une membrane mitochondriale externe constituée d’une bicouche lipidique, de protéines
(environ 60% de protéines et 40% de lipides) et de cholestérol (Rothfield 1971). Cette
membrane possede des porines, protéines transmembranaires lui donnant la propriété d’étre
perméable pour les molécules de petites tailles (<10 k Dalton), ainsi que diverses enzymes et
récepteurs protéiques. Les porines, également appelées « Voltage-dependent anion
channels » (VDAC) facilitent les échanges d’ions et de molécules entre le cytosol de la cellule
et 'espace intermembranaire mitochondrial. Ces porines sont notamment impliquées dans le
transport de I'ATP, de I’ADP, du pyruvate et d’autres métabolites (Saks 2007, Timohhina 2009,
Perry 2012) ;

- d’'une membrane mitochondriale interne formée de crétes dirigées vers l'intérieur de la
mitochondrie. A la différence de la membrane externe, elle se compose d’'une majorité de
protéine (70 a 80%), étant principalement des complexes protéiques et des transporteurs.
Cette membrane interne étant beaucoup moins perméable, la plupart des molécules et des
ions utilisent des transporteurs pour la traverser. Outre les complexes protéiques de la chaine
respiratoire que nous verrons par la suite, cette membrane comporte le transporteur ANT
(adenine nucleotide translocator) permettant le passage de I’ATP de la matrice vers I'espace
intermembranaire et le passage de I’ADP dans le sens inverse (Saks 2007, Timohhina 2009,

Perry 2012) ;

- d’un espace intermembranaire délimité par les deux précédentes membranes. Il contient
notamment un grand nombre de protons (H*) ayant un grand réle dans la fourniture
énergétique, ainsi que des enzymes utilisés dans le transfert d’énergie telles que I'adénylate
kinase (AK) et la créatine kinase mitochondriale (mi-CK) (Saks 2007, Timohhina 2009, Perry
2012) ;

- d’une matrice mitochondriale, espace interne de la mitochondrie contenant les enzymes
impliquées dans les processus énergétiques (cycle de Krebs, béta-oxydation, cétogenese...)
ainsi que son propre ADN mitochondrial et des éléments nécessaires a la synthése protéique

(ribosomes et ARN mitochondrial). L’ADN mitochondrial est aujourd’hui entierement
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séquencé et son génome code pour 22ARN de transfert, 2 ARN ribosomaux et 13 protéines

(principalement celles de la chaine respiratoire) (Sévin et Girard 1999) .

Figure 8.3 : Structure mitochondriale (inspiré de Perry 2012)
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2. Glycolyse aérobie et mécanismes mitochondriaux

La glycolyse, dégradation du glucose, mene a la formation de pyruvate cytosolique. Lors de la
glycolyse anaérobie, ce pyruvate est transformé en lactate afin de reformer les ions NAD* nécessaires
a la poursuite de cette glycolyse. Cependant, lorsque la voie aérobie se met en place, le pyruvate a une
autre finalité : il entre dans la mitochondrie ou il subit une décarboxylation oxydative afin d’étre
transformé en acétyl-coenzyme A (plus communément nommé acétyl-CoA), réaction catalysée par la

pyruvate déshydrogénase :
Pyruvate + NAD* + CoA-SH = Acétyl-CoA + NADH, H* + CO,

La molécule d’acétyl-CoA, qui fait le lien entre la glycolyse et la voie aérobie, est ensuite oxydée dans

le cycle de Krebs.
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a) Le cycle de Krebs

Le cycle de Krebs (ou cycle de I'acide citrique) se produit dans la matrice mitochondriale. Il
représente |'étape finale du catabolisme oxydatif du glucose, des acides gras ou des acides aminés,

ainsi que I'étape intermédiaire du métabolisme aérobie.

Ce cycle se compose d’un ensemble de réactions biochimiques (Figure 8.4) initiées par I'arrivée de
I’acétyl-CoA et libérant hydrogéne (H), carbone (C) et ATP. Grace a la présence d’oxygeéne, le carbone
ainsi produit est capté et transformé en dioxyde de carbone (CO,), qui sera transporté par la circulation
sanguine vers les poumons ou il sera extrait. Les protons et électrons issus de I'hydrogéne seront quant
a eux captés par les coenzymes Nicotinamide adénine dinucléotide (NAD) et Flavine adénine
dinucléotide (FAD), formant des coenzymes réduits (NADH et FADH,) utilisés pour la synthése d’ATP

lors de la phosphorylation oxydative :
NAD*+ 2e” + 2H* = NADH + H* (proton libéré dans la matrice)
FAD + 2e” + 2H* - FADH,
Le bilan d’un tour de cycle de Krebs est de 3 NADH, 1 FADH, et 1 ATP formé par acétyl-CoA.
Figure 8.4 : Les différentes étapes et réactions du cycle de Krebs (en rouge : les enzymes catalysant

les réactions).
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Parmi les huit réactions enzymatiques qui composent le cycle de Krebs, nous nous pencherons

principalement sur la premiere faisant intervenir la citrate synthase.

La citrate synthase est une enzyme localisée dans la matrice mitochondriale catalysant la réaction

suivante, premiére étape du cycle de Krebs (Wiegand 1986) :
Acétyl-CoA + Oxaloacétate + H,O - Citrate + CoA-SH

Cette réaction irréversible constitue un point de controle du flux global du cycle de Krebs. L’activité
enzymatique de la citrate synthase est communément utilisée comme marqueur de la quantité de
mitochondries d’un tissu (Figuereido 2009 aging impair, Larsen 2012) mais aussi comme référence
pour les dysfonctions mitochondriales (Wibom 2002). Comme nous le verrons dans les prochains
chapitres, I'activité de la citrate synthase diminue avec I'age, mais les effets de I'entrainement

permettent une augmentation de son activité.

b) La phosphorylation oxydative

La fonction principale du cycle de Krebs, nous I'avons vu, n’est pas la formation directe d’ATP,
mais la production d’intermédiaires énergétiques NADH et FADH, permettant le transport d’électrons

vers la chaine respiratoire, processus initial de la phosphorylation oxydative.

La chaine respiratoire se constitue d’un ensemble de 4 complexes protéiques (I a IV) organisés sur la
membrane interne de la mitochondrie (Figure 8.5). Les électrons provenant du cycle de Krebs (et de
ses intermédiaires tels que NADH et FADH) sont transportés de complexe en complexe via une cascade
de réactions d’oxydoréduction. Au niveau des complexes |, lll et IV, I’énergie fournie par ces électrons
permet alors la translocation des protons (H*) de la matrice mitochondriale vers I'espace

intermenbranaire.

Ce mouvement des protons et leur accumulation dans I'espace intermembranaire mitochondrial a
pour conséquence la création d’un gradient électrochimique a travers la membrane. Celle-ci étant
normalement imperméable aux protons, ces derniers sont alors dirigés vers une protéine
membranaire : 'ATP synthase, dans le but de rééquilibrer le gradient électrochimique ainsi créé
(Figure 8.5). Le flux de protons passant par I’ATP synthase (équivalent a une turbine moléculaire)
fournit alors I'énergie nécessaire a la phosphorylation de I’ADP en ATP (Pedersen 2000). Chaque

molécule de NADH fournit 3 ATP, tandis que celle de FADH; fournit 2 ATP.

En plus de la synthése d’ATP, la phosphorylation oxydative aboutit a la formation d’eau (H,0). En effet,

alafin de la chaine respiratoire, au niveau du complexe IV, les électrons de basses énergies ainsi libérés
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vont se lier avec les protons (H*) et I'oxygene (O.) présent dans la matrice mitochondriale suivant la

réaction :

% 02+Ze'+2H+ -> H.O

Figure 8.5 : Schéma simplifié de la phosphorylation oxydative, représentant la chaine respiratoire et

ses complexes protéiques (I a IV) ainsi que le mécanisme de synthése d’ATP.

Matrice mitochondriale

ADP + Pi

Ce métabolisme aérobie requiert un nombre élevé de réactions chimiques, nécessitant un temps de

mise en place et un approvisionnement en oxygéne important. Néanmoins, le bilan final théorique de
la glycolyse aérobie est de 38 ATP par molécule de glucose* contre seulement 2 ATP pour la glycolyse
anaérobie. De plus, cette voie aérobie a I'avantage de permettre I'utilisation de différents substrats

énergétiques provenant des lipides et des protéines.

* Glycolyse : 2 ATP
2 NADH, H* provenant de la glycolyse : 6 ATP
2 NADH, H* provenant de la décarboxylation oxydative de 2 pyruvates en acétyl-CoA : 6 ATP
Les deux acétyl-CoA faisant un tour du cycle de Krebs : 2* (3 NADH, H* + 1 FADH, + 1 ATP) = 24 ATP
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c) Néoglucogenése

Comme nous avons pu le voir, le glucose permet un apport en énergie conséquent pour

I’organisme. Pendant I'exercice ou la récupération, les stocks de glucose peuvent étre resynthétisés

afin de perpétuer la fourniture énergétique, c’est la néoglucogenese (Figure 8.6).

La néoglucogenése est la synthése de glucose, se réalisant dans le foie, a partir de substrats non

glucidiques. Ses précurseurs peuvent étre :

- le lactate, comme vu précédemment par le cycle de Cori ;

- le pyruvate et les métabolites intermédiaires du cycle de Krebs (un ensemble de réactions

passant par la formation d’oxaloacétate et son utilisation menent a la resynthese de glucose) ;

- le glycérol issu des lipides ;

- ouencore les acides aminés issus des protéines, menant a la formation des intermédiaires de

la néoglucogenése, tels que le pyruvate ou I'oxaloacétate.

Figure 8.6 : Schéma simplifié de la formation de glucose dans le foie a partir de différents substrats

non glucidiques (néoglucogenése).
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Si la glycolyse engendre la production d’énergie, la néoglucogenese, quant a elle, permet sa

conservation. La régulation correcte de ces deux mécanismes est indispensable et dépend des besoins

énergétiques de I'organisme.
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3. Substrats lipidiques du métabolisme aérobie

a) Catabolisme lipidique

D’autres substrats interviennent dans la formation de I'acétyl-CoA, c’est le cas des lipides, ou
plus précisément des acides gras issus de la lipolyse des lipides. En effet, |'exercice ou le jeline
stimulent et activent la lipolyse des triglycérides présents dans les adipocytes (cellules du tissu

adipeux), menant a la libération d’acides gras libres et de glycérol dans la circulation sanguine.

Chaque acide gras libre peut alors entrer dans le cytosol des cellules et étre activé en acyl-CoA. L’acyl-
CoA ainsi formé est transporté dans la mitochondrie pour étre ensuite dégradé grace a la Béta-

oxydation en plusieurs acétyl-CoA (Saks 2009).

Cette Béta-oxydation (ou Hélice de Lynen) consiste en une répétition de 4 réactions ayant lieu dans la
matrice mitochondriale. Chaque cycle de réactions diminue de deux carbones la longueur de chaine
de I'acycl-CoA et produit : un acétyl-CoA, un coenzyme réduit NADH et un coenzyme réduit FADH,

(Saks 2009) (Figure 8.7).

Chaque acétyl-CoA formé pourra rejoindre le cycle de Krebs, et les coenzymes réduits NADH et FADH,

la chaine respiratoire, afin de perpétuer la fourniture énergétique de I'organisme.

Figure 8.7 : Mécanisme de béta-oxydation des acides gras.
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Selon le type de molécule dégradée (glucose ou acides gras) et la longueur de chaine de
carbone, le nombre d’acétyl-CoA fournis au cycle de Krebs et de coenzymes réduits intervenant dans
la chaine respiratoire est différent. A titre de comparaison, le glucose fournit 2 acétyl-CoA et 4 NADH
provenant des 2 pyruvates issus de la glycolyse, synthétisant au final 38 ATP théorique. Tandis que la
béta-oxydation d’un acide gras a 16 carbones (ex : acide palmitique) fournit 8 acétyl-CoA, 7 NADH et 7
FADH,, synthétisant au final 129 ATP.

En conséquence, les acides gras générent une quantité supérieure d’ATP que les oses lors de
I'utilisation du métabolisme aérobie, et cela, méme a nombre de carbone équivalent. Le rendement
étant plus important pour les lipides, I'organisme privilégie donc ce substrat lors d’exercice peu intense

et ne nécessitant pas un apport immédiat et intense en ATP.

A noter tout de méme que, dans la majorité des exercices, a la fois les lipides et les glucides

interviennent dans la synthese d’ATP, mais les proportions different fortement selon I'intensité.

b) La cétogenése

L’acétyl-CoA ainsi produit lors de la dégradation des lipides (lipolyse) et de la béta-oxydation
peut fournir le cycle de Krebs. Néanmoins, durant le jeline et lorsque les réserves de glucose s’épuisent
I’oxaloacétate présent dans le foie est utilisé pour la néoglucogenése. Ainsi, le cycle de Krebs est ralenti
dans le foie par la diminution de la concentration cellulaire d’'un de ses substrats initiaux
('oxaloacétate). L’acétyl-CoA produit dans les mitochondries des cellules hépatiques par la béta-
oxydation des acides gras est donc moins utilisé pour le cycle de Krebs, mais rejoint alors un autre

mécanisme : la cétogeneése (Cox 2014) (Figure 8.8).

La cétogenese est une voie métabolique qui, a partir d’acétyl-CoA, aboutit a la formation de corps
cétoniques (acétoacétate, hydroxybutyrate et acétone) au niveau de la matrice mitochondriale des

hépatocytes (cellules du foie) (Cox 2014, Puchalska 2017).

Contrairement a I'acétyl-CoA qui est exclusivement intra cellulaire, les corps cétoniques (acétoacétate
et hydroxybutyrate) peuvent étre transportés dans le sang vers les tissus périphériques ayant des
besoins en énergie (muscles, cerveau, cceur) (Puchalska 2017). lls y seront alors utilisés comme
métabolite de substitution du glucose en étant convertis en acétyl-CoA, synthétisant ainsi de I'ATP,
grace au cycle de Krebs et a la phosphorylation oxydative. L’acétone, considérée comme un déchet

métabolique sera quant a elle, éliminée par la ventilation pulmonaire.
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D’autre part, les corps cétonique produits en exces peuvent étre éliminés, a treés faible dose, par la voie
urinaire. Cependant une concentration trop importante de corps cétonique dans le sang et les urines

est toxique pour I'organisme et peut étre un signe ou une complication du diabéete (Puchalska 2017).

Figure 8.8 : Cétogenése des acides gras et devenir des corps cétoniques. (Les fleches en pointillées

désignent une utilisation tres faible en cas de non-pathologie).
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4. Substrats protéiques du métabolisme aérobie

a) Catabolisme protéique

Bien que le métabolisme protéique ne contribue que trés peu a la fourniture énergétique de
I’organisme (<10%), on observe, lors d’exercices extrémes ou de jeline prolongé, un catabolisme des
protéines, se déroulant principalement dans le foie. Plus précisément, ce sont les acides aminés,
constituants élémentaires des protéines, qui servent d’intermédiaires métaboliques. Les réactions de
dégradation de ces acides aminés (désamination ou transamination) peuvent alors aboutir a la
formation de glucose, d’acétyl-CoA, de corps cétoniques et d’ammoniac (Wagenmakers 1998, Rennie

2000) (Figure 8.9).
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En effet, certains acides aminés dit glucoformateurs, participent au métabolisme oxydatif par leur
transformation en intermédiaires du cycle de Krebs ou en pyruvate. Ces derniers pourront alors étre
utilisés pour la formation de glucose dans le foie grace a la néoglucogenése (Wagenmakers 1998,
Rennie 2000). D’autres acides aminés seront quant a eux utilisés pour la formation d’acétyl-CoA. Lors
de I'exercice, I'acétyl-CoA formé sera alors utilisé par le cycle de Krebs pour fournir de I'énergie.
Cependant, lors du jeline, ces acides aminés dits cétogénes, aboutissent a la formation de corps

cétonique dans le foie par I'intermédiaire de |'acétyl-CoA et de la cétogenese vue précédemment.

Enfin, I'ammoniac (NHs), issu de la dégradation des acides aminés, est pris en charge dans le foie par
le cycle de I'urée (uréogenese). L’urée ainsi formée est transportée jusqu’aux reins ou elle est éliminée

par I'urine (Krebs 1973).

En fonction des demandes physiologiques (exercice, jeline), le catabolisme des acides aminés conduit
donc a différents produits finaux. N’existant pas de stockage des acides aminés dans I'organisme, il est

alors important de garder un équilibre entre synthese et catabolisme protéique.

Figure 8.9 : Catabolisme des acides aminés et leur utilisation dans le métabolisme énergétique. En

jaune les acides aminés cétogéniques et en rose les acides aminés glycogéniques (Voet et Voet 1998).
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E. Relations entre les différents métabolismes

Comme nous I'avons exprimé au début de ce chapitre, ces trois voies métaboliques (aérobie,
glycolytique et anaérobie alactique) agissent simultanément. Mais leur niveau respectif de
contribution a la formation d’ATP est différent et dépendra de l'intensité et de la durée de I'exercice,
ainsi que la disponibilité des substrats ou encore de certaines pathologies. Par ailleurs, les liens existant
entre ces différents métabolismes sont au cceur des recherches actuelles. En effet, si la courbe
d’Howald en 1974 (Figure 7) montre un schéma assez simple de I'utilisation de ces métabolismes, nous
savons aujourd’hui que des mécanismes plus complexes existent, permettant une communication et

des interactions entre ces différentes voies métaboliques.

1. Navette PCr/CK

Bien que les réserves de PCr se reconstituent au repos en quelques minutes, elles peuvent

aussi se reconstituer durant I’exercice si I'intensité diminue (Saks 2000, Rossiter 2002, Zoll 2002).

En effet, la créatine (Cr) résultante de l'utilisation de la PCr pour former de I'ATP, peut étre éliminée
dans les urines mais est plus généralement rephosphorylée en PCr au niveau de la mitochondrie, grace
a I’ATP synthétisée par le métabolisme aérobie et a I'enzyme de la créatine kinase mitochondriale (mi-
CK) (Ventura-clapier 1998). Ce mécanisme est plus communément nommé : navette PCr/CK, il permet
un transfert d’énergie du lieu de synthése d’ATP (mitochondrie) vers le lieu d’utilisation de I’ATP
(myofibrilles, pompes ioniques) tout en évitant la dissipation de I'énergie due au transport de I'ATP

(Ventura-clapier 1998, Schlattner 2006, Saks 2007, Tepp 2016) (Figure 9).

Cette navette PCr/CK est aujourd’hui considérée comme la voie principale du transfert d’énergie entre
la mitochondrie et les myofibrilles et est en grande partie contrélée par le ratio ATP/ADP (Guzun 2009,
Timohhina 2009, Guzun 2010, Aliev 2011, Tepp 2016). Ainsi, lorsque l'intensité d’exercice augmente,
la consommation d’ATP s’intensifie, produisant de I'ADP cytosolique. L’ADP ainsi formé en grande

guantité stimule alors la navette PCr/CK afin de resynthétiser la PCr.

2. Navette AK

Dans les cellules musculaires, la navette PCr/CK est principalement utilisée pour le transfert

d’énergie. Cependant, d’autres systémes de transfert d’énergie existent. Parmi eux : la navette
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adénylate kinase. Cette derniére fait intervenir I'enzyme adénylate kinase (AK) qui permet notamment

la formation d’ATP et d’AMP (adénosine monophosphate) a partir de deux ADP (Figure 9).

Cette voie énergétique permet une adaptation supplémentaire lors du stress musculaire ou en cas de
déficience de la navette PCr/CK (Dzeja 2011, Nemutlu 2012, Tepp 2016) et couvre, avec la navette
PCr/Cr jusqu’a 90% du turnover d’ATP (Dzeja 1996, Dzeja 2004).

Figure 9 : Unités intracellulaires énergétiques : les différentes voies de transfert énergétique entre

la mitochondrie et les lieux d’utilisation de I’énergie (d’aprés Tepp 2016)
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Il est important de noter que le fonctionnement de ces systemes enzymatiques dépendant de
la mitochondrie, est fortement impacté par la typologie musculaire. Ainsi, dans les fibres musculaires
cardiaques et de types | et Ila, plus oxydatives et contenant plus de mitochondries, un couplage
fonctionnel entre les kinases mitochondriales et le lieu d’utilisation de I’ATP permet un transfert
d’énergie plus optimisé, permettant la resynthése de PCr pendant I'exercice (d’intensité faible a

modérée) (Ventura-clapier 1998, Gueguen 2006). Dans les fibres musculaires dites rapides, ces
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systémes jouent principalement un réle de tampon en épuisant les stocks de PCr lors d’activités
intenses, permettant le maintien immédiat d’un niveau élevé de réserves énergétiques mais sur une
courte durée (Ventura-clapier 1998, Gueguen 2006), I'intensité d’exercice devant alors étre diminuée

apres épuisement des stocks énergétiques (Figure 10).

Figure 10 : Le systéme créatine kinase en fonction de la typologie musculaire (Ventura-Clapier 2002).
Les muscles oxydatifs utilisent les navettes PCr/CK pendant I'exercice (faible a modéré) afin de
refournir un flux constant de PCr au niveau des myofibrilles, tandis que les muscles plus glycolytiques
principalement stimulés lors d’exercices intenses utilisent leur stock de PCr jusqu’a épuisement. La

baisse de I'intensité de I'exercice permet ensuite de reformer ces stocks lors de la récupération.
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Ces voies/liens fonctionnels entre les mitochondries et les sites de consommation d’énergie
(myosine ATPase, pompes ioniques), nommé ICEUs (unités énergétiques intracellulaires) (Saks 2007,
Tepp 2016) ont notamment mis en exergue I'importance de la variation de I'intensité a I'entrainement
(entrailnement en intervalle) comme a I'exercice (marathon) (Billat 2001, Billat 2013). En effet, une
baisse d’intensité au cours méme d’un exercice permettra de stimuler/utiliser ces voies de transfert

énergétique entrainant ainsi une régénération des stocks énergétiques (PCr notamment).
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3. Régulation de la glycolyse et interaction avec I’oxydation lipidique

La glycolyse produit rapidement de I’énergie mais sur une durée relativement courte. Sa
régulation est liée aux besoins énergétiques de la cellule mais aussi a d’autres interactions avec
I’oxydation des acides gras. Le choix du substrat énergétique (glucose ou acide gras) dépendra de

I'intensité de I'exercice et des interactions entre les différentes voies métaboliques.

Rappelons que trois enzymes clés régulent l'activité de la glycolyse : I'héxokinase (HK), la
phosphofructokinase (PFK) et la pyruvate kinase (PK) (Saks 2009). Ainsi, la stimulation ou l'inhibition
de I'activité de ces enzymes ont un impact sur la glycolyse. C’est notamment le cas du ratio ATP/ADP.
Lorsque celui-ci diminue, la cellule ayant besoin d’énergie consomme de I’ATP et forme de I’ADP,
activant alors la glycolyse en stimulant I'activité de PFK et PK. La formation d’ATP par une autre voie

métabolique induit donc une diminution de la glycolyse en maintenant le taux ATP/ADP élevé.

Lors du repos ou d’activités de faibles intensités, I'utilisation des acides gras, par leur oxydation, va
alors inhiber la glycolyse en formant suffisamment d’ATP ainsi qu’en inhibant PFK par la production de
citrate lors du cycle de Krebs (Saks 2006 et 2009) (Figure 11). Ces inhibitions vont ainsi augmenter le
taux de glucose-6-phosphate (G6P), celui-ci étant normalement dégradé par PFK. G6P inhibera a son
tour I’'héxokinase, diminuant ainsi le catabolisme de la voie glycolytique (Saks 2009). Le transport du
glucose a travers la membrane plasmique est lui-méme inhibé en présence d’acide gras lors du repos

ou d’exercice d’intensité faible (Saks 2009) (Figure 11).

En revanche, lorsque l'intensité de I'exercice augmente (>65-75% de la puissance maximale),
I’oxydation des acides gras semble a son tour inhibée par I'utilisation plus importante de la glycolyse
(Van loon 2001, Stephens et Galloway 2013). En effet, la diminution de I'oxydation des acides gras
n’est pas due au manque de disponibilité de ceux-ci, mais serait due a une réduction de la disponibilité
en carnitine libre (Van loon 2001, Stephens et Galloway 2013), la carnitine étant un co-facteur essentiel
au transport des acides gras a longue chaine a travers la membrane interne mitochondriale.
L'augmentation de [l'utilisation de la voie glycolytique en concordance avec l'augmentation de
I'intensité de I'exercice mene alors a une diminution de la disponibilité en carnitine libre, réduisant

I’oxydation des acide gras (Van loon 2001, Stephens et Galloway 2013).

Des études ont alors été menées afin d’évaluer si la supplémentation en carnitine permettrait
d’épargner l'utilisation du glucose et d’améliorer les performances a I'exercice (notamment en
endurance). Les résultats ont effectivement montré une amélioration des performances chez ’lhomme
lors d’une épreuve de cycloergomeétre de 30 minutes par une réduction de I'utilisation du métabolisme

glycolytique au profit du métabolisme lipidique (Wall 2011). Une étude sur le rat avait auparavant

62



montré que la supplémentation en carnitine retardait la fatigue musculaire du soleus (Brass 1993).
Cependant, la revue de Stephens et Galloway (2013) nuance ces résultats indiquant la nécessité
d’études supplémentaires et mettant I'accent sur le réle de la carnitine dans le métabolisme des

glucides et moins sur celui des lipides pendant I'exercice (Stephens et Galloway 2013).

Figure 11: Schéma des différentes voies métaboliques et de leurs interactions (de Saks 2006).
Inhibition de la voie glycolytique par la voie d’oxydation des acides gras lors d’activités de faibles

intensités.
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sur la relation entre les différents métabolismes

Bien que nous connaissions assez précisément le fonctionnement des grandes voies du
métabolisme énergétique, les relations et interactions entre chacune d’entre elles nécessitent encore
de nombreuses études, notamment dans le domaine du transfert d’énergie entre ces différentes voies
(Tepp 2016). Si la plupart des études et entrainements des premiéres décennies de recherche se
focalisaient sur I’analyse distincte de ces voies métaboliques, il est aujourd’hui indispensable de les
considérer et de les stimuler (par I'entrainement, la nutrition) dans leur ensemble afin de permettre a

I’organisme de garder une flexibilité énergétique lors du vieillissement.
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F. Effet du vieillissement sur les différents métabolismes énergétiques

Nous avons vu précédemment que la consommation maximale d’oxygene (VOamax), ainsi que
la masse musculaire et la force diminuaient avec I’'age, engendrant une baisse des performances
physiques. Le fonctionnement des divers métabolismes énergétiques a I'exercice ayant été établi, nous
allons nous focaliser maintenant sur I’évolution au cours du vieillissement des facteurs menant a cette

baisse de régime énergétique d’un point de vue intégratif.

1. Métabolisme aérobie et dysfonction mitochondriale avec I’age

De par son importance dans le bon fonctionnement du métabolisme énergétique, la
mitochondrie a trés largement été étudiée au cours des derniéres décennies, que ce soit du point de
vue quantitatif (densité mitochondriale) ou qualitatif (production de I’ATP). De plus, la suggestion
d’une théorie sur I'impact de radicaux libres sur le vieillissement (Harman 1956, Figueiredo 2009,
Peterson 2012) et le réle prépondérant de la mitochondrie dans la production de ces radicaux libres
(Balaban 2005, Navarro 2007, Peterson 2012) a souvent imputé la cause du vieillissement a la
mitochondrie (Peterson 2012, Correia-Melo 2016). Mais aujourd’hui encore, du fait de I’'hétérogénéité

et d’une possible surestimation des résultats, le débat reste ouvert (Tepp 2016).

a) Capacité énergétique mitochondriale et vieillissement

De nombreuses études ont mis en exergue une altération des capacités énergétique
musculaires avec I'age (Conley 2000, Figueiredo 2009, Bratic et Trifunovic 2010, Peterson 2012,
Gouspillou 2014, Tepp 2016). Plusieurs facteurs en sont la cause, tels que la diminution de la densité
mitochondriale, I'altération des mécanismes enzymatiques impliqués dans les différents métabolismes

énergétiques, ou encore la réduction de la production d’ATP lors de la phosphorylation oxydative.

La citrate synthase, premiére enzyme intervenant dans le cycle de Krebs est, rappelons-le, un
indicateur du contenu mitochondrial d’un tissu (Figueiredo 2009, Larsen 2012). Ainsi, la mesure de
I'activité enzymatique de cette enzyme est communément utilisée pour déterminer la densité
mitochondriale d’un tissu (Figueiredo 2009, Larsen 2012). Bien que, encore une fois, nous trouvions
certaines disparités dans les études, il est généralement observé une diminution de I'activité de la
citrate synthase avec I'age, que ce soit au niveau des muscles squelettiques (Coggan 1992, Podolin

1994, Rooyackers 1996, Pastoris 2000, Peterson 2012, Gouspillou 2014) ou au niveau du cceur (Picard
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2012,), ceci indiquant une diminution de la densité mitochondriale avec I’dge (Carmeli 2002, Conley

2000, Bailey 2010, Gouspillou 2014).

Néanmoins, certaines études sont en désaccord avec ces résultats, et ne montrent aucune diminution
de I'activité enzymatique de la citrate synthase avec I'age (Rasmussen 2003, Chabi 2008). Il est alors
important de noter que l'activité physique augmente I'activité enzymatique de la citrate synthase a
tout dge (Cartee 1987, Podolin 1994, Rossiter 2005, Ghosh 2011). C'est donc un facteur a prendre
indéniablement en compte, notamment pour les études sur ’'homme, ou les disparités concernant
I'activité physique journaliére sont importantes et pourraient dés lors expliquer I’hétérogénéité des

résultats.

Cette baisse apparente de la densité mitochondriale pourrait étre une cause de l'altération des

capacités oxydatives musculaires, mais ne I'expliquerait pas a elle-seule (Layec 2013).

Une réduction de la capacité énergétique musculaire pourrait aussi s’expliquer par une diminution de
la vitesse de consommation d’oxygéne et/ou du rendement de la phosphorylation oxydative, induisant

alors une baisse de production d’ATP au sein de la mitochondrie.

Cependant, des contradictions persistent concernant I'évolution de la capacité oxydative musculaire
avec |'age. Certaines études montrent en effet une diminution de celle-ci au cours du vieillissement
(Rooyackers 1996, Conley 2000), notamment par une diminution de la vitesse maximale de
consommation d’oxygene (Trounce 1989, Tonkonogi 2003, Figueiredo 2008, Huang et Hood 2009),
tandis que d’autres études n’observent aucune différence (Rasmussen 2003, Capel 2004, Lanza 2005,
Chabi 2008). Allant dans ce sens, une méta-analyse récente (Fitzgerald 2016) a montré, a I'aide de 22
études sélectionnées parmi 3 561, que nous ne pouvions actuellement aucunement conclure en une
baisse de la capacité oxydative musculaire avec I'dge, ceci étant di a I'hétérogénéité des résultats et
aux nombreux facteurs influengant I'analyse tels que le sexe, I'activité physique, les méthodes de

mesure ou les groupes musculaires étudiés.

Ainsi, la baisse de production d’ATP observée avec I'dge ne semblerait pas étre limitée par la
fourniture/disponibilité en oxygéne mais plus probablement par une diminution de la densité
mitochondriale, du rendement énergétique de la phosphorylation oxydative (Marcinek 2005, Layec
2013) ou, comme montré plus récemment, par une altération du transfert de I'énergie (Tepp 2016).
Diverses études ont observé, au cours du vieillissement, une diminution du rendement énergétique de
la phosphorylation oxydative ainsi qu’une diminution de la vitesse de production d’ATP au niveau

mitochondrial (Conley 2000, Drew 2003, Marcinek 2005, Amara 2007). Les causes de ces déclins
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peuvent étre multiples, mais parmi les plus plébiscitées nous trouvons notamment la théorie des

dommages oxydatifs causés par les radicaux libres.

b) Radicaux libres, antioxydants et vieillissement

Les radicaux libres, ou ROS (reactive oxygen species), sont des molécules (ou atomes)
possédant un ou plusieurs électrons non-appariés (ou célibataires). L'instabilité chimique de ces
molécules les rend tres réactives et celles-ci réagissent alors avec les autres molécules les entourant,
formant de nouveaux radicaux libres. La propagation de ces réactions en chaine est a I'origine

d’altération cellulaires et de mutations.

Dans la mitochondrie, lors de la phosphorylation oxydative, I'oxygéne (O,) est un bon accepteur
d’électrons, et peut former, comme nous I'avons vu, de I'eau (H>0), en présence de proton (H*).
Néanmoins, lorsque les électrons transportés au cours de la chaine respiratoire sont perdus, ils se
combinent avec |'oxygene, principalement au niveau des complexes | et Il de la chaine respiratoire
(Turrens 2003, Murphy 2009, Brand 2010) et forment I'anion superoxyde (Oy’). La cascade de réactions

qui en découle conduit alors a la formation de ROS.

Ces ROS induisent des dommages oxydatifs tels que des mutations génétiques de I’ADN mitochondrial
(Hamilton 2001, Fulle 2004, Short 2005), des altérations des structures protéiques et des lipides
membranaires, allant jusqu’a I'apoptose (mort cellulaire) (Kannan 2000, Fulle 2004, Balaban 2005, loeb
2005), que ce soit dans les cellules musculaires squelettiques, cardiaques ou dans les divers tissus
hépatiques, endothéliaux et cérébraux (Hamilton 2001, Fulle 2004, Short 2005, Mansouri 2006, Zhang
2007, Wang 2010). L'ensemble de ces effets néfastes est appelé : stress oxydant et serait in fine un des

responsables du vieillissement cellulaire (Gianni 2004, Balaban 2005, Mansouri 2006).

En effet, il a été montré que la formation de ROS et le stress oxydant qui en découle augmentait avec
I’dge (Martins Chaves 2000, Hamilton 2001, Fulle 2004, Short 2005, Bailey 2010), induisant des
altérations au niveau de la phosphorylation oxydative, et réduisant la capacité maximale de production
d’ATP (Drew 2003, Short 2005, Mansouri 2006, Brand 2010) en impactant directement les protéines

des complexes de la chaine respiratoire (Gianni 2004, Zhang 2007, Brand 2010) (Figure 12).
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Figure 12 : Le cercle délétere des dommages oxydatifs dans le vieillissement mitochondrial (ETC =

chaine de transport d’électron) (Gianni 2004) :
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Face a la production permanente de ROS, I'organisme possedent différents mécanismes
enzymatiques (catalase, superoxyde dismutase) (Gianni 2004, Wassmann 2004) non-enzymatique
(glutathion réduit, acide urique) (Hellsten 2001, Johnson 2009, Gianni 2004) ou d’origine alimentaire
(vitamines E, C) (Meydani 1993, Zoppi 2006, Johnson 2009) pour se protéger des ROS et préserver le

bon fonctionnement cellulaire: ce sont les antioxydants.

Les antioxydants possédent une grande affinité pour les ROS et réagissent avec ceux-ci afin de les
neutraliser ou de ralentir leur processus d’oxydation. Certaines études montrent une augmentation
des antioxydants avec I’dge (Paolisso 1998, Pansarasa 1999, Inal 2001), reflétant une adaptation du
systeme antioxydant face a l'augmentation des ROS (Bailey 2010). Néanmoins, d’autres études

révélent une diminution progressive des antioxydants lors du vieillissement (Andersen 1997, Tian
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1998, Lustgarten 2011), réduisant alors la capacité antioxydante des cellules, notamment pour les

sédentaires (Gianni 2004).

Cette diminution de la capacité antioxydative de I'organisme associée a I'augmentation du stress
oxydants avec I’adge (vu précédemment) induirait un déséquilibre oxydants/antioxydants en faveur des
oxydants (Bokov et al 2004). Ce déséquilibre menerait a des dommages cellulaires irréversibles et a
une altération du métabolisme énergétique, notamment au niveau des mitochondries, expliquant en

partie les dysfonctionnements de la filiere aérobie.

c) La dynamique de fusion-fission mitochondriales

Comme nous venons de le montrer, I'impact des ROS dans le processus du vieillissement
cellulaire est important, et induit notamment des mutations de ’ADN mitochondrial (Hamilton 2001,
Short 2005, Westermann 2010, Kowald 2011). La mitochondrie est a la fois la source principale de
production de ROS mais aussi leur cible primaire, entrainant ainsi des niveaux élevés de mutations de

I’ADN mitochondriale (Fulle 2004, Gianni 2004, Zhang 2007, Seo 2010, Kowald 2011).

Pour faire face aux dommages mitochondriaux causés par les ROS, des mécanismes de fusion et de
fission mitochondriales coexistent (Seo 2010, Westermann 2010, Youle 2012). La fusion
mitochondriale permet aux mitochondries fonctionnelles de compléter les mitochondries
dysfonctionnelles par le partage des composants entre les organites, engendrant une réparation des
fonctions mitochondriales au détriment du nombre de mitochondries (Seo 2010, Westermann 2010,
Youle 2012). Inversement, la fission ou division mitochondriale, permet la genése de nouvelles
mitochondries ainsi que le contrble de la qualité des fonctions mitochondriales. En effet, la fission
mitochondriale engendre généralement deux mitochondries de qualité différente, une premiere sans
dommage ou mutation et la deuxieme, souvent endommagée, destinée a la mitophagie. La mitophagie
est le mécanisme d’élimination des mitochondries dysfonctionnelles de la cellule permettant
d’empécher la prolifération des mutations de I’ADN mitochondrial. Ces deux mécanismes fonctionnent

de concert et représentent la dynamique mitochondriale (Seo 2010, Westermann 2010, Youle 2012).

Avec I'age, I'impact des ROS devenant trop important, dérégule ainsi ces mécanismes de fusion et
fission créant un déséquilibre (Bossy-Wetzel 2003, Seo 2010, Kowald 2011). Un déficit du taux de
fusion et/ou de fission mitochondriale ne compensant plus les mutations mitochondriales, serait une
possible voie d’explication de la baisse de densité et de fonction mitochondriale observée au cours du

vieillissement (Bossy-Wetzel 2003, Seo 2010, Westermann 2010, Kowald 2011) (Figure 13).
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Figure 13 : Modele d’influence de la dynamique mitochondriale lors du vieillissement (Seo 2010).
Le déséquilibre entre fusion et fission mitochondrial survenant avec I’age mene a la baisse des

fonctions mitochondriale et a la mort cellulaire.
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sur la dysfonction mitochondriale avec I’age

Le role de la mitochondrie comme responsable du processus de vieillissement semble donc
étre, encore aujourd’hui, au coeur des recherches et est encore fortement débattu. La variabilité des
résultats étant principalement due aux différences existantes entre les groupes musculaires et a I'effet
de l'activité physique devant étre pris en compte. Si la dysfonction mitochondriale menant a une
diminution de la production mitochondriale d’ATP est unanimement observée avec I'age, les causes
n’en sont pas encore définies. La consommation d’oxygéne au sein de la mitochondrie ne semble pas
étre le facteur limitant le plus probant, et les études s’orienteraient plus vers une diminution de la
qualité de production d’ATP lors de la phosphorylation oxydative avec I'age et une altération du
transfert de I’énergie des sites de formation (mitochondrie) vers les sites d’utilisation. Les
déséquilibres oxydants/antioxydants et fusion/fission mitochondriales en seraient de grands

responsables.
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2. Effet de I’age sur le métabolisme glycolytique

Le métabolisme aérobie n’est pas le seul a étre impacté par le vieillissement, les mécanismes
glycolytiques ne sont, eux aussi, pas épargnés. En effet, avec I'dge, un paradoxe entre la diminution
des réserves de glucose (glycogene) disponibles et I'utilisation plus importante du métabolisme

glycolytique apparait, générant une diminution du potentiel énergétique de ce métabolisme.

a) Lactatémie et enzymes glycolytiques avec I'dge

Avec I'age, dans les muscles squelettiques et cardiaque de 'homme ou du rongeur, il est
majoritairement observé une diminution de la glycolyse (Ohlendieck 2011, Nemutlu 2015) et de
plusieurs enzymes impliquées dans la voie glycolytique (glycogéne phosphorylase, glyceraldehyde-3-
phosphate déshydrogénase, pyruvate kinase...) (Kanski 2005, Korhonen 2005, Gelfi 2006, Capitano
2009), bien que certaines études puissent observer des variations différentes avec I'dge (Doran 2008,

Wei 2009, Houtkooper 2011).

Parmi les plus représentatives de I'utilisation de la glycolyse anaérobie, la lactate déshydrogénase
(LDH) apparait elle-aussi diminuée au cours du vieillissement (Singh 1968, Holloszy 1991, Pastoris 2000,
Kaczor 2006, Reaburn 2009, Washington 2014). C'est le cas principalement de son isoforme
musculaires (LDH-M) formant le lactate a partir du pyruvate (lzquierdo 2001), tandis que I'isoforme
présente dans le cceur (LDH-H) catalysant la réaction inverse ne montre pas de changement avec I'dge
(Larsson 1978, Reaburn 2009), induisant une transition de I'isoforme LDH-M (glycolytique) vers
I'isoforme LDH-H (oxydatif) (Marsh 1999, Reaburn 2009). La conversion de typologie des fibres
musculaires avec I'age (fibres glycolytiques vers fibres plus oxydatives) pourrait en partie expliquer ces
observations : la LDH-M étant principalement présente dans les fibres de types glycolytiques et la LDH-
H, permettant une oxydation du lactate en pyruvate, étant majoritaire dans les fibres oxydatives

(Reaburn 2009).

Le déclin de l'activité des enzymes intervenant dans la glycolyse avec I'age, impacte
négativement la resynthése rapide des substrats de la glycolyse anaérobie que sont notamment les
coenzymes oxydés NAD®, limitant les performances anaérobies et la capacité a tenir une intensité

élevée d’exercice (Singh 1968, Kaczor 2006, Gelfi 2006).

La lactatémie maximale pouvant étre atteinte lors d’exercice intense, diminuant elle aussi avec I'age,
corrobore ces observations (Marsh 1999, Izquierdo 2001, Hepple 2003, Korhonen 2005), le lactate
étant un produit de la glycolyse anaérobie et de la réaction faisant intervenir la LDH-M. A noter que

le taux de lactate sanguin est plus élevé chez la population agée pour une méme intensité absolue

70



d’exercice ; I'accumulation de lactate augmente donc plus rapidement avec I'augmentation de la
charge de travail (Fitts 1984, lzquierdo 2001), mais la lactatémie maximale pouvant étre atteinte
diminue avec I’age (Hepple 2003, Masuda 2009). En d’autres termes, lors du vieillissement, I'utilisation
de la glycolyse sera plus importante pour une méme intensité absolue d’exercice et I'atteinte de la
lactatémie maximale se fera donc plus rapidement, sans pour autant améliorer la capacité maximale

du métabolisme glycolytique.

L’utilisation de la glycolyse chez les personnes agées se retrouve donc rapidement limitée par un déficit
en enzymes glycolytiques et en resyntheése rapide des substrats de la glycolyse (NAD*), ainsi que par
I'atteinte plus rapide d’une lactatémie élevée pour un exercice intense. Mais d’autres parameétres sont
aujourd’hui de plus en plus étudiés : les transporteurs du lactate, monocarboxylate transporteur

(MCT).

b) Transporteur de lactate MCT et vieillissement

Comparés aux nombreuses études sur la lactatémie, les transporteurs de lactate MCT ont été
tardivement découverts (Mowbray 1975) et étudiés (Garcia, 1994). On dénombre aujourd’hui 14

isoformes de MCTs différents dont les plus étudiés sont MCT1 et MCT4.

Rappelons que MCT1 se situe principalement dans les fibres musculaires de type oxydatives (type 1)
ainsi que dans le ceeur, et facilite le captage du lactate présent dans le milieu extracellulaire afin que
celui-ci soit reconverti en pyruvate et utilisé lors du métabolisme aérobie (Halestrap 1999, Bonen
2001). MCT4, quant a lui, est prédominant dans les fibres musculaires glycolytiques (type Il) et participe

a I’extraction du lactate vers le milieu extracellulaire (Halestrap 1999, Bonen 2001).

Si I'effet de I'activité physique sur I'expression de MCT1 et MCT4 a été au cceur de nombreuses études
(cf. chapitre suivant), ce n’est pas le cas pour I'effet du vieillissement. En effet, si Richards (2005) n’a
détecté aucune influence de I’dge sur ces transporteurs chez ’lhomme, son étude n’a concerné que
des sujets de moins de 58 ans (Richards 2005). Néanmoins, une étude de Masuda 2009 a récemment
montré une diminution de MCT1 chez le rat avec I’dge (3 mois vs 27 mois), dans le muscle oxydatif
(Soleus) et de MCT4 dans le muscle glycolytique (EDL), précisant que ces diminutions n’étaient pas
dues au manque d’activité physique mais bien au vieillissement. Ces observations ont mené a la
conclusion qu’une accumulation moins importante de lactate était observée chez les rats agés due a
une diminution de I'expression des transporteurs de lactate MCTs (Masuda 2009). Résultats en accord
avec l'article de Juel 1991 observant une diminution des capacités de transport du lactate avec I'age
chez le rat de 22 mois et la souris de 18 mois (vérifié par deux méthodes : vésicules géantes

sarcolemmiques et technique de microélectrode appliquée a des fibres individuelles) (Juel 1991).
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La lactatémie mesurée ne dépend donc pas seulement de la glycolyse mais aussi de I'expression des

protéines de transport MCTs (Bonen 2001), dont I’évolution avec I'dge est encore trop peu étudiée.

c) Effet du vieillissement sur le stockage et la capture du glucose

Le métabolisme glycolytique est aussi impacté au niveau des réserves glycogéniques
s’amenuisant et au niveau de sa consommation plus rapide chez les personnes agées (Fitts 1984,
Meredith 1989, Cartee 1994, Sial 1996). Ces phénomeénes pourraient étre en partie expliqués par la
diminution de la fourniture en énergie du métabolisme aérobie (expliqué précédemment) induisant
un abaissement des capacités en endurance et donc une surutilisation du métabolisme glycolytique

malgré les intensités faibles d’exercice (Izquierdo 2001).

Mais, une sensibilité réduite a I'insuline, hormone sécrétée par le pancréas et contrélant ’homéostasie
glucidique, pourrait étre un facteur supplémentaire de la dysfonction du métabolisme glycolytique au
cours du vieillissement (Petersen 2003, Nair 2005). En effet, il est maintenant connu que l'insulino-
résistance augmente avec I'age chez 'Homme (Ryan 2000, Petersen 2003, Nair 2005, Flack 2011),
pouvant causer diverses pathologies telles que le diabéte de type 2. Cette augmentation de I'insulino-
résistance serait due a un contenu plus important en acide gras libres dans les cellules musculaires et
hépatiques, phénomene lui-méme expliqué par les dysfonctions mitochondriales et la baisse de la

phosphorylation oxydative (Ryan 2000, Petersen 2003, Flack 2011).

Sans toutefois considérer les cas pathologiques, cette désensibilisation a I'insuline intervenant avec
I'avancée de I'age, impacterait grandement le métabolisme glucidique. En effet, I'insulino-résistance
induit une diminution de la glycogénogénése ainsi qu’'une diminution de I'inhibition de Ia
néoglucogenése observée dans le foie de rats agés (Satrustegu 1986, Podolin 1994), induisant entre
autres, une diminution des réserves de glycogene (principalement intramusculaire) et une
hyperglycémie sanguine. L'insulino-résistance, la quantité importante de glucose sanguin sous forme
non stockée et le déclin du métabolisme aérobie (vu précédemment) pourrait alors expliquer
I'utilisation plus rapide du glucose comme substrat énergétique et la déplétion glycogénique
musculaire plus importante a I'exercice chez ’'homme agé (Fitts 1984, Meredith 1989, Cartee 1994,

Sial 1996).
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sur I'effet du vieillissement sur le métabolisme glycolytique

Avec I'age, une utilisation et consommation plus rapide du métabolisme glycolytique apparait
lors de I'exercice, induisant une atteinte plus rapide de la lactatémie maximale, elle-méme réduite
avec I'age. Paradoxalement, les réserves de glycogéne (principal substrat du métabolisme anaérobie)
ainsi que la capacité maximale de la glycolyse devenant plus faibles, une baisse du potentiel
énergétique du métabolisme glycolytique est donc observée au cours du vieillissement. Ces altérations
s’additionnant a la conversion des fibres de types Il (rapides, glycolytiques) en fibres de type | (lentes,
oxydatives) rendent le métabolisme anaérobie de moins en moins performant et diminuent les

capacités physiques pour les activités intenses chez les personnes agées (Reaburn 2009).

3. Effet de I’age sur le métabolisme anaérobie alactique

Pour faire face a une demande énergétique importante, I'organisme et plus précisément la
cellule musculaire dispose de systémes de transfert énergétique que sont la navette Phosphocréatine
(PCr)/Créatine Kinase (CK) et la navette Adénylate Kinase (AK). Celles-ci vont en effet permettre une
rephosphorylation rapide de I’ADP grace a un transfert de phosphate de la mitochondrie vers le site
d’utilisation de I'ATP (la myofibrille). Cependant, ce métabolisme énergétique n’est lui aussi pas

épargné par le vieillissement.

a) Créatine kinase, adénylate kinase et vieillissement

Dans les fibres musculaires rapides (glycolytiques), les différents isoformes de CK et AK
maintiennent de fortes réserves énergétiques, rapidement mobilisables, tandis que dans les fibres
lentes | et mixte lla ainsi que dans le cceur, ces systéemes assureraient essentiellement le transfert
énergétique et la communication entre lieux de production (mitochondries) et lieux d’utilisation

(myofibrilles) de I'énergie pendant la contraction (Ventura-clapier 1998, Gueguen 2006).

Aucun consensus n’est encore réellement établi concernant I'évolution des enzymes AK et CK avec
I’age. Les variabilités observées seraient en partie dues aux méthodes de mesures et aux tissus

analysés (Kaczor 2006, Tepp 2016).

Bien que certaines études dénotent une augmentation de I’activité de CK avec I'dge (Lee 1999, Doran
2008), il semblerait qu’une diminution de I'expression génique et de I'activité enzymatique des

isoformes mitochondriaux (mi-CK) et cytosoliques (MM-CK) de la créatine kinase soit majoritairement
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observée au cours du vieillissement, que ce soit au niveau des muscles squelettiques et cardiaque chez
I’'homme et le rongeur (Schuyler 1990, Bodyak 2002, Kaczor 2006, O’Connel 2007, Nuss 2009, Nemutlu
2015).

Cette altération de I'activité de la CK, pouvant étre causée par le stress oxydant (Kanski 2005), serait
un des facteurs majeurs de la perte de fonction musculaire avec I'age (Pastoris 2000, Nuss 2009) et de

la baisse des capacités anaérobies (Kaczor 2006).

Concernant l'activité de I'AK, les résultats moins nombreux et plus disparates ne permettent pas de
déterminer son sens d’évolution avec I'adge. En effet, si certaines études observent une diminution du
taux d’activité et du flux de phospho-transfert par I’AK avec I'age (Kaczor 2006, Nemutlu 2015, Paasuke
2016), d’autres montrent en revanche une augmentation de son activité chez les rats agés (O’Connel

2007, Doran 2008).

Une étude de Dzeja et al. 2011 pourrait nous offrir une voie d’explication a 'augmentation d’activité
de I'AK avec I'dge (Dzeja 2011). Cette étude montre, en effet, que dans le cceur de souris déficientes
pour I'enzyme CK, la navette AK et d’autres systémes de transfert d’énergie sont capables de
compenser en partie la déficience de la navette PCr/CK, bien que ceux-ci soient moins efficients (Yaniv
2013, Tepp 2016). La diminution de I'activité des différents isoformes de CK avec I'age pourrait donc
engendrer une augmentation de I'activité des isoformes de AK, comme |'ont aussi observé O’Connel

et al. 2007.

b) Phosphocréatine : disponibilité et vieillissement

Nous venons de voir que le flux de transfert d’énergie semble donc diminuer avec I’age. Celui-
ci ayant pour objectif la rephosphorylation de ’ADP en ATP ou de la créatine (Cr) en phosphocréatine

(PCr), il est donc utile de s’intéresser a la disponibilité en PCr présente dans les cellules musculaires.

Avec I'age, bien qu’il existe encore certaines controverses, cette disponibilité en PCr et le taux
d’hydrolyse de la PCr semblent diminués chez les sujets dgés au niveau du cceur et du muscle
squelettique (Bak 1998, Lanza 2005, Reaburn 2009, Hollingsworth 2012). Les causes de ces réductions
ne sont pas encore bien établies, mais une baisse d’activité enzymatique de CK engendrant une

diminution de la resynthése en PCr a I'exercice pourrait étre un facteur déterminant (Tepp 2016).

Un autre parametre a prendre en compte est celui de la transition de la typologie musculaire. En effet,
les fibres musculaires rapides ayant une consommation plus importante de PCr a I'exercice, possedent
alors des stocks de PCr plus importants que les fibres lentes (Tesch 1985, Greenhaff 1994). Or, avec

I’age, une transition phénotypique des fibres rapides vers les fibres lentes s’opéere (Larsson 1978,
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Coggan 1992, Butler-Browne et Bigard 2006, Brooks 2016). Ces phénomeénes, couplés a la réduction
de I'activité de la CK, pourraient alors expliquer la diminution observée avec I’age du contenu en PCr
musculaire ainsi que la réduction de la vitesse de resynthése de la PCr aprés une contraction
musculaire. La disponibilité en PCr s’en retrouve donc réduite au cours du vieillissement, entrainant
une baisse du potentiel énergétique du métabolisme anaérobie alactique et par conséquent une

diminution de la capacité a réaliser des exercices ou activités du quotidien difficiles.

La cinétique de resynthése de la PCr aprés un exercice dépend de I'activité de la CK, et plus précisément
de l'isoforme mitochondrial (mi-CK) présent principalement dans les fibres de type oxydatives. C’'est
pourquoi cette cinétique de resynthése de la PCr est régulierement utilisée comme mesure indirecte
de la fonction mitochondriale et de sa capacité oxydative (Paganini 1997, Conley 2000, Layec 2013).
D’autre part, I’ADP produit dans la mitochondrie, par la réaction faisant intervenir mi-CK, joue un réle
important dans le contréle de la phosphorylation oxydative dans les fibres de types | et lla (Kay 2000,
Tepp 2016). Gueguen et al. 2006 ont d’ailleurs observé que la phosphorylation oxydative de ces fibres
était non seulement couplée a 'activité de la mi-CK mais également a celle de I’AK mitochondriale

(AK2) (Gueguen 2006).

La cinétique de resynthése de la PCr, ainsi que 'activité de mi-CK et AK2 seraient donc des marqueurs
du fonctionnement mitochondrial et plus particulierement du mécanisme de la phosphorylation
oxydative. L'étude de tous ces parametres semble donc corroborer les observations de déclin avec

I’age des différents métabolismes impliqués que sont les métabolismes aérobie et anaérobies.

SYNTHESE

de I'effet de I’age sur les différents métabolismes énergétiques

Au cours du vieillissement, de nombreuses modifications énergétiques se produisent, que ce
soit au niveau du métabolisme aérobie, glycolytique ou de la phosphocréatine. Comme nous I'avons
expliqué précédemment, il faut considérer ces métabolismes dans leur ensemble, ceux-ci inter-
communicant les uns avec les autres. Les mécanismes de transfert énergétiques sont d’une importance
capitale, permettant une flexibilité de I'organisme pour réagir aux différents besoins énergétiques
(Tepp 2016). Le role prépondérant des différents isoformes de la créatine kinase (CK), et notamment
celui de la CK mitochondriale (mi-CK) dans le flux énergétique cellulaire, nécessite donc un
approfondissement en étudiant I'organisme dans son ensemble et en limitant les études sur

mitochondries isolées (Tepp 2016 et 2017).
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. L’EXERCICE PHYSIQUE ET SES EFFETS SUR LE PROCESSUS DE VIEILLISSEMENT

L'exercice physique n’est plus seulement considéré comme un moyen de développer sa
condition physique (performance) ou comme moyen secondaire du bien-étre des individus mais est
aujourd’hui un outil thérapeutique a part (décret de la loi de santé de janvier 2016). Ses effets
bénéfiques sur le taux de mortalité ou sur les risques cardiovasculaires ne sont, en effet, plus a
démontrer (Fried 1998, Benetos 2005, Arem 2015, Gebel 2015). Les impacts de I'activité physique sur
I'organisme sont nombreux et dépendent fortement des exercices réalisés. Dans ce chapitre, nous
détaillerons les principaux types d’entrainement actuellement utilisés ainsi que leurs impacts sur les

différents métabolismes précédemment décrits et cela au cours du vieillissement.

A. Les entrainements de type endurance

1. Définition

La capacité d’endurance correspond a la capacité d’un sujet a maintenir une intensité élevée
d’exercice sur une durée la plus longue possible. Les entrainements en endurance visent
principalement I'amélioration de la résistance a |'effort et des capacités cardio-respiratoires, celles-ci
étant communément représentées par le VOamax. Ce dernier est donc généralement utilisé comme

indicateur de la capacité d’endurance d’un sujet.

Les entrailnements d’endurance ont pendant longtemps été basés sur des exercices continus,
maintenant des vitesses constantes et sous maximales sur une longue durée de temps. Cependant,
I’entrainement en intervalle de haute intensité (décrit plus bas) a peu a peu pris de I'importance au
cours de ces derniéres décennies dans les entrailnements en endurance. Ces types d’entrainement en
intervalle ont été principalement popularisés par Emile Zatopek, le coureur de fond triple champion
olympique des jeux de Helsinki en 1952, expérimentant I’entrainement en intervalle les années qui ont
précédé ces jeux. C'est en 1959 que les premiers travaux et descriptions scientifiques sur ce type
d’entrainement en intervalle sont publiés, par deux chercheurs allemands Reindell et Roskamm,
suscitant des lors un intérét particulier pour les nouveaux protocoles d’entrainement de haute

intensité (Reindell et Roskam, 1959, Tschakert et Hofmann 2013).

Bien que ce type d’entrainement en intervalle ait toujours été considéré comme un entrainement en
endurance, ses nombreuses différences (de protocole et de résultats) avec I’entrainement en continu

le détachent peu a peu de cette étiquette, le caractérisant de plus en plus comme un entrainement a
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part entiére sous la dénomination d’entrainement « en intervalle » ou « HIIT » (High-Intensity Interval

Training) (Tschakert et Hofmann 2013). Dans la suite de cette thése, nous le décrirons néanmoins

comme un entrainement en endurance.

L’entrainement en endurance peut se pratiquer suivant différentes méthodes :

L’entrainement en continu (Figure 14) a été le premier a étre développé, il consiste en un

temps d’exercice d’'une durée supérieure a 30 min a une intensité constante et sous-maximale
(entre 50 et 85% de VMA/PMA ou VOmax). Cette intensité sous-maximale peut étre exprimée
en fonction de la vitesse/puissance maximale aérobie (vitesse/puissance a laquelle I'on atteint

son VOzmax), ou en fonction de VOzmax lUi-méme.

L'entrainement en intervalle (Figure 14) ou plus communément appelé « interval training » ou

encore « HIIT » (High-Intensity Interval Training) repose sur des exercices intenses (entre 90%
et 130% de VO2max) entrecoupés de récupérations incomplétes et actives (50% de VO;ymax). La
durée de l'intervalle de repos servant notamment a restaurer les réserves d’ATP et de PCr
utilisées pendant I'effort. Le but de ce type d’entrainement étant de s’entrainer le plus
longtemps possible a une intensité proche ou supérieure de I'objectif final. Cette méthode
d’entrainement possede de multiples formats d’exercices constitués de périodes d’effort
allant de 10 secondes a 10 minutes alternant avec des périodes de récupération de 30

secondes a 5 minutes.

L'entrainement intermittent (Figure 14) fait partie des entrainements de type « interval

training ». Le principe repose sur des exercices intenses alternés de périodes de repos actives,
a la différence que les phases de repos sont trés courtes afin de maintenir une fréquence

cardiaque élevée.

Dans la suite de ce chapitre nous regrouperons les entrainements intermittents et les entrainements

en intervalle sous la dénomination « d’entrainement intermittents » (terme plus usité en francais).

77



Figure 14 : Les différents types d’entrainement en endurance (continus versus intermittent) :

Work Work Rate is 75% of Maximum

Rate Entrainement en continu

~—p Time (at least 15 minutes) —p

High
o~

Intensity
of work

Entrainement intermittent

Low

~———eoofp  Time in Minutes ——————}p

2. Effets des entrainements en endurance sur I’organisme vieillissant

Les principaux effets recherchés de I'entrainement en endurance sont une amélioration des
performances aérobies permettant de maintenir une charge de travail relativement élevée sur une
durée la plus importante possible. Les effets de ce type d’entrainement ont été largement étudiés, et
si I'amélioration, a tout age, des performances endurantes par ces entrainements n’est plus a
démontrer (Rossiter 2005, Betik 2009, Safdar 2011, Malek 2013, Brooks 2016), les mécanismes
physiologiques et biologiques le permettant nécessitent un approfondissement. Bien que
I'apprentissage d’'une certaine motricité et de gestes techniques joue un role important dans
I'apprentissage et le gain de performance, nous nous attarderons principalement sur les facteurs

physiologiques et énergétiques cellulaires.
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En tout premier lieu, c’est principalement I'amélioration du VO;max que I'entrainement en endurance
cherche a améliorer. Le VOamax, Souvent utilisé comme marqueur de performance aérobie, est
effectivement impacté positivement par I'entrainement en endurance, chez les jeunes sujets (Betik
2008, Hoydal 2007, Hoppeler 2011) comme chez les sujets agés (Short 2004, Huang 2005, Menshikova
2006, Ghosh 2011). Néanmoins, il n’est qu’une conséquence des altérations diverses des mécanismes
centraux et périphériques. L'exercice provoque en effet des perturbations homéostatiques
engendrant une modification de I'expression des génes impactés et menant des transcriptions
protéiques afin de s’adapter au stimuli, provoquant ainsi les remodelages structuraux et les

ajustements fonctionnels décrits ci-dessous (Fluck 2006).

Tout d’abord, comme il a été précédemment dit, une transition trés lente (Bigard 2007), des types des
fibres musculaires rapides vers des fibres lentes est observée aprés un entrainement en endurance
(Fluck 2006, Hoppeler 2011, Malek 2013). Cette transition d’une typologie glycolytique vers une
typologie plus oxydative est une conséquence d’une augmentation de la quantité et de la qualité des
mitochondries dans les fibres musculaires cardiaques et squelettiques (Short 2003, Menshikova 2006,
Ventura-clapier 2007, Bigard 2007, Hoppeler 2011, Safdar 2011). En effet, I'entrainement en
endurance engendre une augmentation de la densité et du volume mitochondrial a tout age
(Menshikova 2006, Fluck 2006, Safard 2011, Peterson 2012). Il active les cascades de réactions
cytosoliques et nucléaires menant a la biogenese mitochondriale en stimulant notamment I'activité
des régulateurs clés que sont AMPK et PGC-1a (Figure 4) (Ventura-clapier 2007, Hoppeler 2011, Ghosh
2011, Safdar 2011, Brooks 2016, Smiles 2016). De plus, une augmentation des enzymes du cycle de
Krebs, telle que la citrate synthase (CS) (Rossiter 2005, Safdar 2011, Malek 2013) ainsi qu’une
amélioration des fonctions de la chaine respiratoire (Menshikova 2006, Fluck 2006) ont été observées
apres des entrainements en endurance a tout age. Ces modifications en termes de qualité, de contenu
mitochondrial et cette transition vers une typologie musculaire oxydative, aprés un entrainement en
endurance chez des sujets jeunes et agés, ont pour conséquence une utilisation plus importante du
métabolisme oxydatif, au détriment du métabolisme glycolytique (Holloszy 1984, Jubrias 2001,
Ventura-Clapier 2007, Hoppeler 2011), favorisant ainsi I'oxydation lipidique ainsi que le stockage du
glucose (Hoppeler 2011, Meier 2013). Rappelons qu’il existe un effet inhibiteur du métabolisme de
I’oxydation des acides gras sur le métabolisme glycolytique, confortant ces observations (Saks 2006 et

2009).

L’augmentation de I'expression de I'isoforme H de la lactate déshydrogénase (LDH-H) favorisant la
formation de pyruvate a partir de lactate, au détriment de la LDH-M aprés un entrainement en
endurance (Holloszy 1984, Bigard 2000, Hood 2001, Bigard 2007), ainsi que l'augmentation de
I’expression du transporteur de lactate MCT1 (Bonen 2000, Hood 2001, Bigard 2007) principalement
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présent dans les fibres oxydatives et cardiaques, permettant le captage du lactate, témoignent d’une
stimulation majorée du métabolisme oxydatif aprés ce type d’entrainement. De méme que la possible
amélioration de la resynthése de la PCr (Ventura-Clapier 2007), impactée par I'augmentation de
I'isoforme mitochondrial de CK (mi-CK) (Ventura-Clapier 2007, Bigard 2007) témoignerait d’un meilleur
fonctionnement mitochondrial et d’un meilleur transfert énergétique, bien que cette derniere

observation nécessite des recherches supplémentaires.

Ces modifications apres un entrainement en endurance permettent alors une amélioration de la
capacité oxydative musculaire a tout age (Jubrias 2001, Short 2003, Menshikova 2006, Ventura-Clapier
2007, Safdar 2011, Peterson 2012), nécessitant alors une fourniture en dioxygéne et en substrat plus
importante. C'est pourquoi, une angiogenése et une augmentation de la densité capillaire par fibre est
également observée apres ce type d’entrainement (Rossiter 2005, Fluck 2006, Bigard 2007, Hoppeler
2011, Malek 2013) pour répondre aux besoins en oxygéne. Ces altérations périphériques doivent étre
suivies par des adaptations centrales, c’est pourquoi le débit cardiaque doit lui aussi évoluer en
conséqguence, et une hypertrophie du ventricule gauche (Wisloff 2001, Kemi 2002, Ventura-Clapier
2007) est d’ailleurs observée ainsi qu’une augmentation du volume d’éjection systolique engendrant
une augmentation du débit cardiaque (Ventura-Clapier 2007, Dogra 2012, Montero 2016) post-

entrainement.

VO2max et ses facteurs périphériques sont donc positivement impactés par I'entrainement en
endurance, et cela méme au cours du vieillissement (Short 2003, Menshikova 2006, Gosh 2011, Cadore
2014). Les effets de I'entrainement ne semblent d’ailleurs pas réduits avec I'avancée de I'dge (Short
2003, Rossiter 2005, Ghosh 2011, Peterson 2012) bien que cela soit encore sujet a controverses
(Malbut 2002, Betik 2009). Encore une fois, le cas, bien qu’exceptionnel, de Robert Marchand
améliorant sa performance (+39%) et son VOzmax (+13%) de 101 ans a 103 ans en est toujours un bon

exemple (Billat 2017).

D’autre part, il est a préciser que les modalités d’exercice (durée, intensité, fréquence)
influencent grandement les résultats obtenus, c’est pourquoi ces dernieres décennies ont vu
apparaitre les entrainements intermittents utilisant des intensités élevées d’exercices. Ces types
d’entrainement remplacent de plus en plus les entrainements en continu. En effet, en plus de
permettre les mémes adaptations que les entrainements en continu (citées ci-dessus), I'utilisation de
hautes intensités engendre de meilleurs résultats quant a 'augmentation de la VOamax (Kemi 2005,
Hafstad 2011, Bacon 2013, Milanovic 2015), mais permet aussi une hypertrophie des fibres
musculaires (Kemi 2002, Reaburn 2009) jusqu’alors tres peu observée avec des entrainements

continus en endurance. L'augmentation des performances anaérobies par une utilisation plus accru du

80



métabolisme glycolytique (Van loon 2001, Perry 2008, Reaburn 2009, Hafstad 2011), en parallele de
I'amélioration des capacités aérobies, font aujourd’hui des entrainements intermittents des
entrainements plus efficients (Gibala 2006, Hoydal 2007, Perry 2008, Bacon 2013, Milanovic 2015). A
cela s’ajoute une motivation plus importante chez les personnes agées pour ces exercices moins

monotones et moins longs que ceux des entrainements en continu (Knowles 2015, Milanovic 2015).

3. Limites de I’entrainement en endurance

Si les entrainements intermittents permettent dans certains cas une hypertrophie des fibres
musculaires, I'impact sur la masse musculaire et la force reste tout de méme faible (Nader 2006,
Wilson 2010, Hoppeler 2011, Brooks 2016). Et pour cause, il semblerait que I'entrainement en
endurance réduirait/inhiberait les voies de signalisation de la synthése protéique interférant alors avec
la prise de masse musculaire et le gain de force (Figure 4) (Nader 2006, Wilson 2010, Hoppeler 2011,
Brooks 2016). La transition des fibres de types rapides vers les fibres de types lentes apres les
entralnements en endurance n’arrangerait pas ce phénomeéne. En effet, avec I’dge nous avons montré
que cette transition s’opérait déja induisant une diminution fonctionnelle des muscles squelettiques
pour répondre a de hautes intensités d’exercice (Hunter 2004, Butler-Browne et Bigard 2006, Brooks

2016).

Il existe encore des controverses concernant I'impact des exercices d’endurance sur les ROS. Certaines
études montrent une diminution de I'activité des ROS aprés un entrainement (Hood 2001, Brooks
2008, Quadrilatero 2011) alors que d’autres évoquent une augmentation de la production de ROS par
les mitochondries, celles-ci étant plus nombreuses, plus sollicitées (Ghosh 2011, Hoppeler 2011) ou
altérées avec I’age (Bailey 2010). Cette augmentation pourrait néanmoins ne pas étre un probléme si
les défenses antioxydantes étaient elles aussi augmentées, permettant [I'équilibre
oxydant/antioxydant. Or, si certaines études n’observent aucune augmentation des antioxydants
(Ghosh 2011), d’autres dénotent d’une légere augmentation de ceux-ci aprés I'entrainement
(Leeuwenburgh 1994, Ventura-Clapier 2007, Peterson 2012), cela restant tout de méme insuffisant
pour compenser le stress oxydant (Peterson 2012). Des études supplémentaires semblent donc

nécessaires.

Il semblerait aussi que I’'entrainement en endurance soit limité en termes d’amélioration des
performances et de VOmax, CeS parametres semblant stagner a partir de 5 semaines d’entrainement
(Hoydal 2007). Cela pourrait étre expliqué par une désensibilisation due a la répétabilité de

I’entrainement en endurance (Hood 2001, Fluck 2006). Dans un autre registre, les entrainements en
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endurance demandent de nombreuses séances par semaine (5 ou plus) a des intensités relativement
basses, ainsi que de nombreuses semaines/mois d’entrainement, les rendant souvent démotivants,
notamment pour les personnes agées. Enfin, I'atteinte des intensités élevées d’exercice (jusqu’a 130%
de l'intensité a VO.max) lors des entrainements intermittents reste un facteur limitant trop souvent
oublié. En effet, I'intensité maximale de I'exercice est atteinte en un temps tres court (quelques

secondes), pouvant induire des traumatismes a la fois musculaires et articulaires chez les sujets agés.

SYNTHESE

sur I'entrainement de type endurance

En résumé, chez les sujets jeunes comme agés, I'entrainement en endurance induit une
amélioration des capacités oxydatives musculaires et du VOzmax, par I'augmentation de la densité
mitochondriale et de leur capacité a utiliser I'oxygene pour fournir de I'énergie, et ceci grace a un
apport en oxygeéne accru par une augmentation du débit cardiaque et du réseau capillaire. Cela permet
alors d’atténuer les effets de I’age sur la dysfonction mitochondriale actuellement considérée comme
responsable du vieillissement (bien que cela soit encore débattu). Le métabolisme énergétique
s’oriente alors vers un profil plus oxydatif et une utilisation plus importante des lipides comme substrat
énergétique. Ces altérations sont déterminées par la modalité de I'entrailnement et une intensité
élevée d’exercice semble apporter de meilleurs résultats a tout age. Néanmoins, cette méthode
d’entrainement ne stimule pas, ou tres peu, I’'hypertrophie musculaire. Devant I'impact de la perte de

masse et de force musculaire pour la réalisation des taches quotidiennes au cours du vieillissement, il

est alors impératif d’associer ce type d’entrainement a des entrainements en résistance/force.

B. Les entrainements en force

1. Définition

A la différence des entrainements en endurance se basant sur la répétabilité d’un exercice, les
entrainements en force (souvent nommé « resistance training ») induisent des charges physiques
importantes sur de trés courtes périodes. Ces exercices sont aujourd’hui utilisés dans la quasi-totalité
des entrainements sportifs, méme endurants, de par leur vertu a améliorer I'influx nerveux musculaire,
la force musculaire, mais aussi dans un but de gain de puissance musculaire. Rappelons que le muscle
se définit par quatre qualités : I'endurance, la souplesse, la vitesse et la force. La puissance associant

quant a elle les facteurs vitesse et force, d’ou I'importance de la développer.
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Les exercices de force peuvent se réaliser au poids de corps mais utilisent aussi trés généralement des
poids supplémentaires. Pour les personnes agées, le poids de corps est trés souvent suffisant. Ces
entrainements vont se baser sur I'amélioration d’un ou plusieurs groupes musculaires avec des

protocoles dépendant du but recherché (force ou puissance) et du sujet.

Ainsi, la plupart des études chez les personnes agées (Evans 1999, Hunter 2004, Lambert 2005, Cadore

2014) s’accordent sur :

- une intensité d’exercice entre 60% et 80% de la répétition maximale (nommé 1RM, elle
représente la charge de travail que I'individu ne pourra réaliser qu’une seule fois, en d’autres
termes : sa force maximale pour un exercice donné)

o proche de 60% pour un travail de puissance musculaire (permettant une réalisation
plus rapide et d’ainsi travailler en force*vitesse)
o proche de 80% pour un travail sur la force musculaire
- Entre 2 et 4 séries de 8 a 12 répétitions (suivant le niveau du sujet et l'intensité choisie)

- 2 a3 séances par semaine pendant 6 a 24 semaines.

Bien entendu, tout comme les entrainements en endurance, la réponse a I'exercice sera différente
pour chaque individu, et principalement chez les personnes agées chez qui la perte de masse et force
musculaire (sarcopénie) est importante et hétérogéne. L'individualisation de ce type d’entrainement

chez les personnes agées est donc indispensable.

2. Effet des entrainements en résistance/force sur I'organisme

vieillissant

L’objectif final d’'un entrainement en résistance est le plus généralement le gain de force ou de
puissance (force*vitesse) d’'un groupe musculaire. Ce gain de force peut provenir de I'altération de
deux parametres principaux que sont : une hypertrophie musculaire et une amélioration de la qualité
contractile musculaire (Hunter 2004) (Figure 15). Le gain de puissance se réalisera dans un second

temps, en ajoutant le parameétre : vitesse d’exécution ou vélocité.

Le gain de force musculaire passe dans un premier temps par une amélioration neuromusculaire. En
effet, plusieurs études chez des sujets agés ont montré que les premiéres altérations observées étaient
une meilleure activation des unités motrices par un contréle neuromusculaire plus efficace (Parise
2005, Hunter 2004, Hoppeler 2011, Cadore 2014), augmentant ainsi le recrutement des fibres

musculaires et la qualité contractile (Figure 15).
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Cette amélioration de la qualité contractile musculaire passe aussi par une augmentation de la
disponibilité en ATP au niveau des myofibrilles (Hunter 2004) aprés un entrainement en résistance.
Cette disponibilité accrue pourrait étre due a une augmentation de I'activité de la créatine kinase (CK)
et de I'adénylate kinase (AK) (Hunter 2004) améliorant le flux énergétique. Une augmentation du
contenu protéique en CK mitochondriale (mi-CK) a d’ailleurs été observée apres 14 semaines
d’entrainement en résistance chez des hommes agés (Parise 2005). Considérant le peu d’étude sur le

sujet, ces suppositions restent tout de méme a vérifier (Figure 15).

Figure 15 : Effet de I’age et de I'’entrainement en résistance sur la force musculaire (inspiré de Hunter
2004). (Age : représente 'effet de I'dge, et RES : représente I'effet d’'un entrainement en résistance ;

les fleches rouges symbolisent une diminution et les fleches vertes une augmentation).
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Concernant les transitions de phénotypique musculaire, les recherches ne sont pas encore claires. Si
la plupart notent une transition des fibres de types lIx et llb vers les types lla (Lambert 2005, Bigard
2007, Hoppeler 2011) certaines observent une diminution des fibres de type lla (Balagopal 2001) ou
encore n’observent aucune conversion (Jubrias 2001). D’'une maniére générale, il semble tout de
méme que I'entrainement en résistance augmente la taille des fibres musculaires de tous types | et lla
et llb (Hakkinen 2002, Lambert 2005, Reaburn 2009, Churchward-venne 2015) avec une augmentation
plus importante pour les fibres de type lla (Lambert 2005, Hoppeler 2011), menant alors a une
hypertrophie musculaire quel que soit I'dge des sujets (Jubrias 2001, Hunter 2004, Reaburn 2009,
Koopman 2009, Hoppeler 2011, Churchward-Venne 2015). Cette hypertrophie musculaire est due a

une augmentation du ratio anabolisme/catabolisme protéique. En effet, bien que I'entrainement en
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résistance augmente le catabolisme protéique (Koopman 2009), la synthése protéique est elle-méme
trés largement augmentée, principalement par la stimulation de la voie de signalisation mTOR
(Koopman 2009, Hoppeler 2011, Brooks 2016, Smiles 2016) mais aussi par une inhibition de I'activité
de la myostatine (Kim 2005, Koopman 2009).

Bien que la magnitude d’augmentation de la force, induite par I'amélioration de la qualité contractile
et I'hypertrophie musculaire, ne semble pas réduite avec I’age (Parise 2005, Lambert 2005, Koopman
2009, Cadore 2014), le gain de masse musculaire total aprés un entrainement semble étre moins
important chez les personnes agées (Hunter 2004, Lambert 2005). En effet, I'hypertrophie
myofibrillaire est similaire chez les jeunes sujets comme chez les sujets agés aprés un entrainement en
résistance, mais le nombre de myofibrilles diminuant avec I’dge, le gain de masse musculaire totale
sera donc impacté (Hunter 2004, Lambert 2005). Ce phénomeéne s’explique encore une fois par un
probléeme de déséquilibre entre anabolisme et catabolisme avec I’age, dans le cas présent concernant

la synthese protéique et la protéolyse.

Si les récentes études s’intéressent de plus en plus aux entrainements en résistance, c’est que
I'augmentation de la force musculaire permet d’améliorer directement les capacités fonctionnelles des
personnes agées (Hunter 2004, Koopman 2009, Cadore 2014), leur permettant ainsi de réaliser plus
facilement les taches quotidiennes (Lambert 2005) qui seraient devenues de plus en plus difficiles avec

I’avancée de I'dge et la sarcopénie/dynapénie.

Etrangement, bien que ce type d’entrainement sollicite principalement le métabolisme anaérobie, une
amélioration des capacités oxydatives a été observée chez les sujets agés (Jubrias 2001, Parise 2005,
Melov 2007, Ozaki 2013). Cette amélioration, tout de méme moindre qu’avec un entrainement en
endurance, serait majoritairement due a une baisse de la dysfonction mitochondriale (Parise 2005,
Melov 2007, Peterson 2012). Cette amélioration qualitative de la mitochondrie serait due a une
amélioration des défenses antioxydantes aprés un entrainement en résistance chez les sujets agés
(Parise 2005, Melov 2007, Peterson 2012), diminuant les dommages oxydatifs au profit d’'une chaine
respiratoire plus efficace (Parise 2005, Peterson 2012), le contenu mitochondrial n’étant quant a lui
que trés peu affecté (Jubrias 2001, Parise 2005, Hoppeler 2011). Le systéme cardiorespiratoire (VES,
VO:max) semble aussi pouvoir étre amélioré par ce type d’entrainement chez les sujets dgés (Shaw

2005, Lovell 2009, Ozaki 2013).

Le métabolisme glycolytique serait lui aussi impacté par I’entrainement en résistance, en améliorant
le transport et le captage du glucose. Ceci serait notamment d{ a une augmentation des protéines de
transport du glucose GLUT4 (Flack 2011) et une accentuation de la sensibilité a I'insuline (Ryan 2000,

Flack 2011, Sundell 2011), engendrant une amélioration de I'homéostasie du glucose sanguin. Ces
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effets permettent ainsi d’améliorer le métabolisme glycolytique en augmentant le stockage et
I'utilisation du glucose (Flack 2011, Hoppeler 2011) tout en réduisant les risques de diabete (Flack

2011, Sundell 2011).

Les interférences existantes entre les entrainements en endurance et en résistance sont toujours
sujettes a controverses (Hunter 2004, Coffey 2007, Wilson 2010). Néanmoins, si |’association
d’exercice en endurance semble effectivement diminuer/inhiber la réponse a I'entrainement en force
(Kraemer 1995, Putman 2004, Nader 2006), les exercices en force ne semblent en revanche pas
empécher I'amélioration des capacités oxydatives chez les personnes dgées (Jubrias 2001, Parise 2005,

Shaw 2005, Melov 2007, Ozaki 2013, Peterson 2012), bien gu’ils soient tout de méme moins efficaces.

3. Limites des entrainements en résistance/force

Actuellement, I'entrainement en résistance ne semble pas apporter de limites aux adaptations
possibles des différents métabolismes énergétiques, ce type d’entrainement ne semblant pas inhiber
le métabolisme aérobie. Néanmoins, les améliorations cardiorespiratoires et mitochondriales restent
moins importantes avec ce type d’entrainement. Connaissant I'impact des maladies cardiovasculaires
chez 'Homme, premiére cause de déces dans le monde (OMS), I'entrainement en résistance seul
semble donc d’un intérét limité. De méme, la mitochondrie étant au cceur des théories concernant le
vieillissement, il semble important d’améliorer sa fonction, en termes de qualité et de quantité, ce

dernier point étant encore trop peu développé par I'’entrailnement en résistance.

Bien que les effets bénéfiques de I'entrainement en force chez les personnes agées ne soit plus a
démontrer, il existe tout de méme des limites d’un point de vue protocolaire. En effet, ces types
d’entrainement utilisent généralement de lourdes charges, pouvant rendre les exercices traumatisants
musculairement et au niveau des insertions tendineuses. En effet, les articulations, souvent tres
affaiblies avec I'avancée de I'age, sont fortement sollicitées ce qui pourrait causer des blessures
articulaires ou musculaires si le geste est mal réalisé ou la charge choisie inadéquate. Le suivi individuel

est donc d’importance cruciale pour limiter les risques de blessures.
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SYNTHESE

sur I'entrainement en force

L’entrainement en résistance/force impacte fortement les qualités contractiles et
I’hypertrophie musculaire, engendrant un gain de force important. Ce gain de force semble aujourd’hui
un facteur indispensable pour I'amélioration de la qualité de vie chez les personnes agées. De plus,
I"augmentation de la qualité mitochondriale par la diminution du stress oxydant et I'amélioration du
métabolisme glycolytique et des parameétres cardiorespiratoires en fait un entrainement plus complet
gu’il n’y parait. Néanmoins, de par ses limites en termes d’améliorations cardiovasculaires et
mitochondriales, en plus des limites protocolaires qu’apporte ce type d’entrainement chez les
personnes agées (charges lourdes), I'emploi d’exercice d’endurance semble donc aussi indispensable.
C'est pourquoi les recherches s’intéressent aujourd’hui a des entrainements combinés force-
endurance (Cadore 2014). Les interférences potentielles de ces deux types d’entrainement restent

néanmoins un probléme dont la résolution pourrait se trouver dans un nouveau type d’entrainement.

C. L’entrainement en accélération, une hypothese

1. Principes et avantages de I’entrainement

Comme nous venons de le voir, les entrainements actuellement existants sont efficaces dans
un domaine spécifique. Les entrainements en endurance influencent positivement les capacités
cardiovasculaires et respiratoires, ainsi que les capacités oxydatives musculaires. Les entrainements
en résistance quant a eux, impactent principalement la force musculaire et compensent en partie
I'atrophie musculaire due a la sarcopénie. Un point d’honneur est a donner aux entrainements en
intervalle/intermittents (HIIT), qui semblent engendrer de plus importantes adaptations sur

I’ensemble des métabolismes énergétiques.

Nos travaux ont notamment débuté grace a ces observations. L'objectif étant de créer un nouveau
protocole d’entrainement le plus efficient possible chez les personnes agées, utilisant et sollicitant
I'ensemble des métabolismes énergétiques et donnant des résultats bénéfiques sur une courte

période d’entrainement.

L'entrainement en accélération, un nouveau protocole d’entrainement créé par notre laboratoire

apporte une possible réponse aux limites des précédents protocoles exposées ci-dessus.
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L’entrainement en accélération repose sur un enchainement de 3 accélérations différentes, chacune
réalisées jusqu’a épuisement et entrecoupées d’un repos de 30 minutes (Figure 16). La premiére
accélération est douce (interprétée arbitrairement par I'individu ou imposée pour le rongeur). La
deuxieme accélération est moyenne et la troisieme est forte. Il faut savoir que si 'Homme ne peut que
trés difficilement ressentir/contréler sa vitesse (sans indicateur il est difficile de dire a quelle vitesse
nous courrons ou a quelle vitesse roule une voiture), il est en revanche parfaitement capable
ressentir/contréler une accélération ou une décélération. Ainsi, il est possible de demander a une
personne d’augmenter légérement/modérément/intensément sa vitesse de course jusqu’a
épuisement. Ces tests ont été réalisé chez I'homme dans notre laboratoire sous le contréle de
Véronique Billat (étude pilote) et il est apparu que chaque sujet mettait le méme temps pour atteindre
I’épuisement dans chaque accélération (environ : 11 minutes pour "accélération légére / 6min pour

I’accélération modérée / 3 minutes pour I'accélération forte).

Figure 16 : Modele d’entrainement en accélération
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Certaines hypothéses ont été posées concernant ce nouveau protocole d’entrainement.

L'avantage premier qui apparait est la possibilité pour 'Homme de réaliser ce type d’entrainement

sans matériel et sans intervention extérieure, I'individualisation se réalisant par l'individu lui-méme.

En raison de ses similitudes avec I'entrainement en intermittent (atteinte d’intensités maximales
d’exercice, variation de vitesse), cet entrainement semble permettre un travail sur I'ensemble des

métabolismes et pourrait étre moins démotivant qu’un entrainement continu en endurance.
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D’autre part, a la différence des entrainements intermittents ou en résistance, ce nouveau protocole
n’atteint pas les intensités maximales d’exercice brusquement, mais de facon progressive et sans
traumatisme musculaire ou articulaire autre que ceux dus a la course. Ce parameétre est un facteur des

plus importants, notamment lorsque cela concerne les sujets agés.

Enfin, la force se définissant comme |’accélération d’une masse (Newton), le travail en accélération
pourrait alors permettre un premier processus d’amélioration douce de la qualité de la force

musculaire.

L'entrainement en accélération est donc une hypothése de notre laboratoire utilisant les avantages

des entrailnements existants tout en en limitant les inconvénients.

SYNTHESE GENERALE

de I’état de I'art

Le vieillissement se caractérise par de nombreuses altérations, occasionnant une diminution
des capacités cardiorespiratoires communément représentées par le VOamax. Actuellement, bon
nombre d’études se focalisent sur la théorie mitochondriale du vieillissement, suggérant que les
altérations avec I’'age sont principalement dues a une dysfonction de la quantité et de la qualité
mitochondriale. Bien que le débat soit encore ouvert, il semble assez clair que la dysfonction
mitochondriale ait un impact sur le processus de vieillissement. |l en est de méme pour |'atrophie et la
perte de force musculaire avec I'dge (sarcopénie/dynapénie) jouant un réle indéniable dans la perte
des capacités fonctionnelles des personnes agées, réduisant leur aptitude a réaliser les taches du
quotidien. Mais la diminution de l'activité physique est-elle réellement une conséquence du
vieillissement ou en est-elle la cause ? La réponse a cette question n’est pas résolue, mais il est clair
que ces deux mécanismes sont liés et s’influencent fortement. En effet, il est montré que I'activité
physique, si elle est correctement pratiquée, apporte de nombreux effets bénéfiques sur I'organisme.
Bien que ces effets, décrits précédemment, permettent une amélioration des fonctionnalités
physiologiques et intégratives chez les personnes agées, réduisant les risques de certaines maladies
(cardiovasculaires, insulino-dépendantes), le déclin de ces fonctionnalités avec I'age reste encore et
toujours inéluctable. Le reconditionnement de I’étre humain vers une attitude de vie moins sédentaire

a tout age reste donc indispensable et représente I'objectif final de ces travaux.
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PREMIERE ETUDE :
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. EVALUATION D’UN NOUVEAU PROTOCOLE D’ENTRAINEMENT A COURT
TERME : L’ACCELERATION (Article 1).

A. Contexte

L'activité physique impacte considérablement et positivement les performances physiques et
physiologiques ainsi que les différents métabolismes énergétiques a tout age. Néanmoins les
méthodes d’entrainement actuelles, bien qu’efficaces chez les sujets agés, sont relativement longues :
de 4 a 24 semaines pour la plupart des entrainements. Dans ce contexte de vieillissement et
d’augmentation de la sédentarité, I'obtention de résultats plus rapides avec un temps d’entrainement
plus court pourrait donc étre un facteur motivant chez les sujets agés, principalement si les résultats

obtenus impactent I'ensemble du métabolisme.

C'est ce qui nous a conduit a étudier un tout nouveau protocole d’entrainement a court terme :
I’accélération chez des sujets agés, les sujets en question étant ici des souris. L'objectif prioritaire était
d’analyser I'efficacité de ce protocole sur les performances mais aussi d’un point de vue intégratif et
de comparer ses résultats a ceux d’un entrainement continu en endurance. Partant du constat que les
entrailnements en intermittent et en force pouvaient étre traumatisants pour des sujets agés, la

comparaison avec ces types d’entrainement n’a pas été réalisé dans ces travaux.

B. Méthodologie

1. Les animaux : caractéristiques

Cette étude portant sur les effets intégratifs de notre entrainement et nécessitant par
conséquent des travaux invasifs, le modéle animal a été choisi comme sujet d’étude. Les souris
présentent de nombreux avantages comme la limitation des biais expérimentaux grace a leurs
conditions communes de vie et d’alimentation, leur disponibilité et la possibilité de réaliser de
nombreuses analyses anatomiques, biologiques et biochimiques. Ces points sont cruciaux, notamment
lorsque, ne connaissant pas exactement les effets obtenus, il est nécessaire d’envisager des analyses

supplémentaires et de conserver des échantillons pour de futures mesures.

Le modele animal utilisé dans cette étude était 36 souris C57BI6 agées de 23 mois, correspondant a
environ 70 ans chez I'homme (Furkley 2007) et provenant de « Janviers Labs » (Le Genest Saint Isle,

France). Ces souris ont été aléatoirement divisées en 3 groupes : Controle (n=11), Accélération (n=14)
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et Endurance (n=11), et gardées par groupe de 3 ou 4 par cage dans un environnement libre de tout
pathogene opportuniste, au Centre d’Exploration et de Recherche Fonctionnelle Expérimentale (CERFE
Genopole, Evry, France) a une température de 22°C, dans une cycle jour-nuit de 12h-12h avec acces a

la nourriture sans restriction.

2. Les protocoles d’entrainement : accélération et endurance

Les souris ont donc été séparées en 3 groupes distincts : un groupe Contréle qui ne réalisait
pas d’entrainement physique, un groupe réalisant un entrainement en accélération et un groupe
pratiquant un entrainement en endurance. Les entrainements et les familiarisations ont été réalisés
sur un tapis roulant Columbus (1050-G3-Exer 3/6, Columbus Instruments, OH, USA) a 0° degré

d’inclinaison équipé d’une grille électrique a bas voltage (1,4 mA a une fréquence de 2Hz).

Avant de débuter les différents entrainements, toutes les souris ont été familiarisées pendant 5 jours

suivant le protocole suivant :

e Jour 1:0 m.min? pendant 10 minutes afin de s’habituer au tapis et a I'environnement
(grille de choc,...) puis 10 minutes a 3 m.min?,

e Jour2:3 m.min!pendant 5 minutes puis 6 m.min"pendant 5 minutes,

e Jour 3:6 m.min?!pendant 10 minutes,

e Jour4:6 m.min!pendant 5 minutes puis 10 m.min! pendant 5 minutes,

e Jour5:10 m.minpendant 10 minutes (incrémentation progressive jusqu’a 10 m.min).

Aprés cette familiarisation et un premier test triangulaire (Prétest), les souris du groupe Accélération

ont réalisé I'’entrainement suivant :

e 5 séances d’entrainement sur 10 jours, avec un jour de repos entre chaque séance.

e Chaque séance était constituée d’'une course sur le tapis Columbus en commencgant par
une accélération faible (3 m.min2) jusqu’a épuisement, suivie d’une accélération modérée
(6 m.min?) jusqu’a épuisement et enfin d’une accélération forte (12 m.min?) jusqu’a

épuisement, chacune entrecoupée de 30 minutes de repos (Figure 17a)

Les valeurs d’accélération ont été choisies au terme d’une étude pilote de notre laboratoire sur
I’'homme et adaptées a la souris a la suite de tests préalables, afin de correspondre au mieux au temps

de pratique chez I’homme, tout en considérant qu’il s’agissait de souris agées.

Concernant I’entrainement en endurance, il consistait en :
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e 5séances d’entralnement par semaine pendant 4 semaines (2 jours de repos le samedi et
dimanche)

e Chaque séance était constituée d’une heure de course sur le tapis Columbus a 50% de la
vitesse maximale que chaque souris a atteinte lors du dernier test triangulaire réalisé (50%
de Vpeak) (Figure 17b). L'intensité était ajustée grace un test triangulaire remplagant la
derniere séance d’entrailnement a la fin de la premiére et deuxieme semaine

d’entrainement

Le choix de cette intensité minimale d’exercice (50% de Vpeak) a été fait en considérant I’age important
de la souris et sa difficulté a maintenir une vitesse trop élevée pendant longtemps. En contrepartie, le
volume de la séance a été augmenté (1h contre 45 minutes pour la plupart des études). Le VO max de
ces souris étant atteint trés tot lors des tests triangulaires, il était alors préférable de prendre la vitesse
maximale (Vpeak) cOmme paramétre d’intensité de |'exercice, les valeurs de courses auraient été bien

trop faibles en prenant un pourcentage de VOamax.

Figure 17 : les différents protocoles d’entrainement (accélération versus endurance)

Figure 17a: séance d’entrainement en accélération:

Accélération légére Accélération modérée Accélération forte
(3 m.min??) (6 m.min?) (12 m.min??)

— L — i

\ J |

30 min de repos 30 min de repos

Figure 17b: séance d’entrainement en endurance:

60 min a 50% de Vpeak (obtenu au test triangulaire)

J

I |
I |

Pendant la durée de I'étude, les souris contréles ont quant a elles été accoutumées au tapis 2 fois par
semaine a une vitesse de 10 m.min-1 pendant 10 minutes, afin de garder une certaine familiarisation

avec le tapis sans toutefois provoquer d’effet d’entrainement.
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3. Evaluation de la performance

Une semaine avant et une semaine apres les différents entrainements, toutes les souris
(groupe contrdle inclus) ont réalisé un test triangulaire sur un tapis roulant Columbus a une voie
permettant la mesure des échanges de gaz (Modular Enclosed Metabolic Treadmill, Columbus

Instruments) (Photo 1). Ce test triangulaire se déroulait systématiquement selon le protocole suivant :

e 8 minutes d’enregistrement au repos

e puis début de I'exercice a 10 m.min! et incrémentation de 3 m.min! toutes les 3 minutes
jusgu’a épuisement (définie comme le moment ol la souris reste en contact de la grille
électrique pendant plus de 5 secondes). Tout I'exercice se faisant sans inclinaison (0°).

e puis 4 minutes et 30 secondes d’enregistrement en phase de récupération (repos)

Photo 1 : Souris C57BI6 sur tapis roulant Columbus analyseur d’échanges de gaz.

Les mesures de gaz étaient réalisées automatiquement toutes les 5 secondes par I'analyseur de gaz
Columbus calculant la consommation d’oxygéne (VO,). Pour permettre la comparaison avec les valeurs
sur I’humain, le VO, était exprimé en ml.min™.kg"%”>, VOymax €tait alors mesuré comme le VO, maximal
atteint et maintenu au minimum 30 secondes successives sans variation de plus de 1% du VOazgeserve, C€
dernier correspondant au (VOzmax- VO2amin). Cette méthode de mesure a été choisie comme référence

pour nos études et un article en tant que second auteur a été publié (Ayachi 2016) (Article 2).

Lors de ce test la performance était aussi évaluée et se représentait par la vitesse maximale atteinte
Vpeak (correspondant a la vitesse du dernier palier maintenu un minimum de 30 secondes) et par le
temps total de I'exercice avant épuisement nommé « Temps limite », ces deux paramétres étant bien
évidemment liés. Enfin, la lactatémie était elle aussi mesurée 5 minutes aprées I'arrét du test, en
prélevant une goutte de sang provenant d’une veine de la queue, grace au Lactate Pro LT-1710 (Arkray

Inc., Kyoto, Japan).
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Résumé chronologique du protocole de I’étude :

Repos Souris controles inactives Repos

Familiarisation Repos

(1 semaine) (2-3 jours) (1 semaine) (2 semaines) (2-3 jours)

Entrainement endurance
(4 semaines)

|

Test triangulaire
Intermédiaire
(a 2 semaine)

4. Méthode de sacrifice : prélevements musculaires et urinaires

Vingt-quatre heures apres le test triangulaire post-entrainement (post-test) et plus de trois
jours apres la derniére session d’entrailnement, nous avons sacrifié les souris par infusion
intrapéritonéale de pentobarbital a une dose de 100 mg/kg. Lors de ce sacrifice, le ventricule gauche
du muscle cardiaque et les muscles squelettiques : gastrocnémien, extensor digitorum longus, soleus
et quadriceps ont été immédiatement récupérés, plongés dans |'azote liquide puis stockés a -80°C. Un

échantillon d’urine a aussi été collecté lorsque cela était possible et stocké a -80°C.

5. Respiration mitochondriale

Dans cette étude, le taux basal (Vo) et maximal (Vmax) de la respiration mitochondriale des fibres
musculaires squelettiques (gastrocnémien et soleus) et cardiaque (ventricule gauche) de toutes les
souris (groupe controéle, accélération et endurance) a été étudié. Ces mesures ont été réalisées in situ
dans les fibres perméabilisées a la saponine en utilisant la méthode de Kuznetsov et al. (Kuznetsov

2008).

Dans cette étude, nous avons déterminé les parametres cinétiques de I’ADP en fonction du type
musculaire. La respiration stimulée par I'ADP (Vapp) a été déterminé en fonction de la concentration
d’ADP ajoutée [ADP]. Les taux respiratoires ont été déterminés avec une électrode Clark (Strathkelvin
Instruments, Motherwell, UK) dans une cellule oxygraphique contenant 15-20 faisceaux de fibres dans
3 ml de solution R (ci-apres) a 22 ° C sous agitation continue. La solubilité de |'oxygene a été prise a

230 umol 0,/ L.
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Ainsi, apres l'isolation des muscles concernés, des faisceaux de fibres (100-250 um de diametre) ont
été excisés du gastrocnémien blanc, du soleus et du ventricule gauche puis séparés en petits faisceaux
dans la « skinning » solution (S) sous une loupe de laboratoire. Les faisceaux obtenus dans une coupelle
contenant la « skinning » solution (S) ont alors été incubés pendant 30 minutes sous agitation dans la
« skinning-sapnonine » solution contenant 50 pug/mL de saponine permettant de perméabiliser le
sarcolemme. Une fois ces faisceaux perméabilisés et apres les étapes de lavage dans la solution S, ils
ont été transférés dans la solution de respiration R pendant 10 minutes, dans le but de les laver des

adénines nucléotides et de la phosphocréatine. Toutes ces procédures ont été effectuées a 4°C.

Le taux de respiration initial (Vo) a été déterminé en placgant les faisceaux de fibre dans la solution R,
sans présence d’'MgADP. Par la suite, des concentrations croissantes de MgADP ont été régulierement
ajoutées tout en mesurant I’évolution du taux de respiration (Vapp). A la dernier addition de MgADP
(concentration finale totale : 2mM), le taux maximal de respiration (Vmax) a alors été déterminé. Le Vapp
a été calculé par un ajustement non-linéaire de I'équation de Michaelis-Menten. Vmax représentait la
somme de Vapp + Vo, et I'acceptor control ratio (ACR) était définie comme le ratio Vmax/Vo. L’ACR est
généralement utilisé comme indicateur des fonctions générales de la mitochondrie et représente la
différence entre les fonctions mitochondriales avec ou sans ADP. Apres ces différentes étapes, les
faisceaux ont été retirés puis séchés afin d’exprimer le taux de respiration en pmoles d’O; par minute

et par gramme de poids sec.
SolutionSetR:

Les deux solutions S et R contiennent 10 mM de tampon EGTA / Ca-EGTA (concentration libre de Ca%,
100 nM), 3 mM de Mg* libre, 20 mM de taurine, 0,5 mM de DTT et 20 mM d'imidazole. La force ionique
a été ajustée a 0,16 M par addition de méthanesulfonate de potassium. La solution S (pH 7,1) contenait
également 5 mM de MgATP et 15 mM de phosphocreatine (PCr). La solution R (pH 7,1) contenait 3
mM K2HPO4, 5 mM glutamate, 2 mM malate. Juste avant le début de |'expérimentation, on a ajouté
de I'albumine de sérum bovin (BSA) sans trace d’acides gras (concentration finale : 2 mg/mL) a la

solution R (pH 7,1).

6. Activité enzymatique (CK, AK, CS, LDH)

L'activité enzymatique de différentes enzymes (CK, AK, CS et LDH) a été réalisée sur les fibres
musculaires du quadriceps (fibres mixtes) et du ventricule gauche du cceur. Les tissus congelés du
quadriceps et du cceur ont, en premier lieu, été homogénéisés (protocole annexe 1). Les activités

enzymatiques totales de la citrate synthase (CS), de la lactate déshydrogénase (LDH), de I'adénylate
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kinase (AK) et de la créatine kinase (CK) ont ensuite été mesurées grace a un spectrophotometre

suivant différents protocoles (CS : annexe 2, LDH : annexe 3, AK et CK : annexe 4).

7. Analyse du métabolome urinaire

La résonance magnétique nucléaire (RMN) est une méthode permettant d’analyser les
caractéristiques de l'aimantation des noyaux atomiques (Figure 18). C'est I'une des méthodes
permettant I'analyse multiparamétrique d’échantillons biologiques donc I'’étude du métabolome. En
appliquant un champ magnétique extérieur a un échantillon (d’urine par exemple), les noyaux des
atomes choisis (Hydrogene, Carbone...) composant I’échantillon interagissent alors différemment
suivant leur environnement chimique (les autres atomes I’entourant). Les signaux RMN dépendent de
I’environnement chimique de chaque noyau observé et donc de la nature chimique des molécules
contenues dans I'échantillon. La spectrométrie RMN du proton permet la détermination du contenu
en métabolites d’'un échantillon et ceci de maniére quantitative puisque l'intensité du signal RMN

dépend directement des quantités contenues dans I'échantillon.

Ainsi, aprés une décongélation a température ambiante, des aliquots de 100 L d’urines de
chaque souris ont été placés dans des tubes capillaires pour analyse RMN. Le support du tube capillaire
a été rempli d’oxyde de deutérium (D;0), permettant le verrouillage du champ magnétique. Les
spectres de proton ont été acquis a 600 MHz sur un spectrométre Bruker Avance avec une cryosonde
inverse et a une température de 294 K (soit 20,85 °C). Les signaux de décroissances d’induction libres
(ou FID: «free indicution decay ») ont été acquis en utilisant une séquence NOESY1D pour la
suppression de I'eau, avec un délai d’acquisition de 2 secondes, un temps de mélange de 100 ms et
une impulsion de 90°. Les FID ont été collectés sur 64K points complexes avec une fenétre spectrale
de 6600 Hz et 64 scans. Ces FID ont ensuite été traités grace au logiciel NMRpipe (Delaglio 1995). Une
transformée de Fourier avec un filtre exponentiel a été réalisée sur les données récoltées (produisant
un élargissement des raies de 1 Hz). Les spectres ont été phasés et la correction de la lighe de base a
été effectuée par segments (de 0 a5 ppm et de 5 a9 ppm). L'échelle des déplacements chimiques est
calibrée au signal de la créatinine a 3,05 ppm. Le spectre entre 0 ppm et 9,5 ppm a été divisé en 9500
régions de 0.001 ppm (communément appelé « Bucket ») dont les surfaces ont été calculées par un
code écrit avec le logiciel R. Chaque bucket a été étiqueté par son déplacement chimique moyen
générant une matrice X, dont chaque ligne est un spectre et chaque colonne un bucket ou variable. La
région de 4.6 a 5 ppm contenant le signal de I'’eau a été exclue de la matrice de données. Les spectres
ont été normalisés par la méthode « probalistic quotient » (Meyer 2003). Les buckets (variable de la

matrice X) ont été centrées normées avant une analyse statistique multivariée. Cette matrice sert
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également a aligner les spectres a I'aide de la méthode icoshift (Savorani 2010) permettant de corriger

I’effet du pH sur les déplacements chimiques des métabolites.

Une analyse des composantes principales (PCA) est appliquée a cette matrice X pour détecter toute
séparation possible entre les groupes, basée sur la variabilité du signal RMN et les éventuels spectres
aberrants. Un modele OPLS (orthogonal projection on latent structure) a été calculé sur la matrice X
dans le but d’identifier des différences entre les spectres des échantillons en fonction de facteurs
extérieurs. Ces facteurs étaient notamment le type d’entrainement réalisé (accélération, endurance
ou sédentarité) ainsi que les divers parametres biochimiques, qui ont été encodés dans une matrice Y.
Les analyses PCA et OPLS ont été réalisées en utilisant un code Matlab (Mathworks, Natick, MA) de
Triba MN (Triba 2015) basé sur la méthode de Trygg et Wold (Trygg et Wold 2002). Les parameétres de
la qualité du modeéle OPLS ont été évalués par le calcul du R2Y et du Q2Y. Le R2Y représente la variance
appliquée de la matrice Y. Le Q2Y, calculé avec la méthode "leave one-out", estime la prédictibilité du
modele. R2Y = 1 indique une description parfaite des données par le modele, alors que Q2Y =1 indique
une prédictibilité parfaite. Pour la validation interne des modeéles OPLS, un test de permutation (999
permutations) a été effectué. Cela a permis d'évaluer si les modeles OPLS obtenus, construits avec les
différents groupes, étaient significativement meilleurs que tout autre modeéle OPLS obtenu en

permutant aléatoirement les données du groupe d'origine (Mahadevan 2008).

Les résultats sont présentés sous forme de “score plot” et de “loading plot”. Le score plot représente
une projection des différents spectres des échantillons sur les composantes prédictives et
orthogonales du modele. Le loading plot représente la covariance entre la matrice de réponse Y et
I'intensité du signal des différents domaines spectrales. Des couleurs ont également été utilisées dans
le loading plot en fonction de la valeur R de la corrélation entre I'intensité de chaque bucket et la
variable Y. Les métabolites ont été considérés comme des métabolites discriminants lorsqu'ils

correspondent aux buckets dont la corrélation R est supérieure ou égale a 0,5.
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Figure 18 : Fonctionnement général d’un spectromeéetre RMN (L’échantillon est placé dans le champ
magnétique. Un générateur de radiofréquence irradie I'’échantillon avec des pulsations courtes de
radiation causant la résonance. Lorsque les noyaux retombent dans leur plus bas état d’énergie, le

détecteur mesure I'énergie libérée et un spectre est enregistré).
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8. Analyses statistiques

Les données biochimiques et celles liées a la performance ont été notées comme « Moyenne
1+ SEM » et le seuil de significativité statistique a été fixé a p<0.05. Pour étudier les effets globaux des
différents types d’entrainement, une analyse de variance a un facteur a été utilisée. Dans le cas ol des
différences significatives étaient observées (p<0.05), des tests post-hoc étaient utilisés : la méthode
de Holm-Sidak en cas de données ne suivant pas une loi normale de distribution et le test de Kruskal-
Wallis dans le cas contraire. Les comparaisons intergroupes ont été effectuées avec un test de Student
pour échantillons non appariés tandis que les comparaisons intragroupes (pré et post-entrainement)
ont été effectuées avec un test de Student pour échantillons appariés. Un test non-paramétrique de
Mann-Whitney a été utilisé pour les données ne suivant pas la loi normale de distribution. Concernant

les analyses de corrélations, celles-ci étaient réalisées grace au coefficient de Spearman.
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C. Résultats

1. Données anthropométriques

Trés peu de différence ont été observées d’un point de vue anthropométrique. En effet,

aucune différence entre les groupes n’a été relevée concernant le poids du foie et des muscles Soleus,

EDL, Tibialis et Coeur, exprimé en fonction du poids de corps. De plus aucun changement de poids pour

les souris contrbles et endurances entre le début et la fin de I'entrailnement n’a été observé ;

néanmoins une légere diminution significative de 2% (p<0.05) a été notée chez les souris du groupe

accélération (Tableau 3).

Tableau 3 : Parameétres anatomiques avant et aprés entrainement pour le poids de corps des souris

des différents groupes, et seulement aprés entrainement pour le poids de muscle. Les moyennes

sont données avec les SEM. * p<0.05 versus pré-entrainement.

Accélération Controle Endurance
(n=14) (n=11) (n=11)
Moyenne du poids de corps
33,76 £ 0,52 34,96 + 1,00 32,65+0,68
pré-entrainement (g)
Moyenne du poids de corps
33,21 +0,50 * 34,93+£1,08 31,97 £ 0,62
post-entrainement (g)
Soleus / Poids de corps (mg/g) 0,36 £ 0,03 0,35+ 0,04 0,30+0,02
EDL / Poids de corps (mg/g) 0,42 £ 0,02 0,37 £0,03 0,36 + 0,02
Tibialis / Poids de corps (mg/g) 1,40 £ 0,08 1,37 +0,07 1,29 + 0,05
Cceur / Poids de corps (mg/g) 495+0,13 5,00 £ 0,20 5,50 + 0,026
Foie / Poids de corps (mg/g) 52,44 +2,42 49,62 + 3,50 51,01 +1,28
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2.

Travail réalisé pour les différents entrainements

Aprées avoir recueilli les données de courses des souris du groupe accélération et endurance,

nous avons pu évaluer les différences entre le programme d’entrainement en accélération et celui en

endurance concernant : le temps d’exercice, la distance parcourue ainsi que la vitesse moyenne et

maximale atteintes lors de ces différents entrainements. Nous avons ainsi pu comparer le travail

réalisé par les souris pour une séance lambda (2™ séance d’accélération versus 2™ semaine

d’endurance) (Figure 19) et pour I'entrainement total, regroupant toutes les séances d’entrainement

(Figure 20).

Les résultats obtenus pour une unigue séance d’entrainement sont (Figure 19) :

e 3,3 fois moins de temps de course lors d’une séance en accélération

e 2,8 fois moins de distance a parcourir lors d’'une séance en accélération

e une vitesse moyenne de la séance 1,28 plus élevé lors d’une séance en accélération

e une intensité maximale d’exercice 2,8 fois plus élevée pour I'accélération.

Figure 19 : Travail réalisé lors d’une séance d’entrainement en accélération versus une séance

d’entrainement en endurance. Valeurs rapportées a 100% pour le groupe accélération. Les valeurs

réelles ont été ajoutées dans les histogrammes. Groupe accélération (n=14) et groupe endurance

(n=11). *** : p<0.001 versus groupe endurance.
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Pour la comparaison de I'entrainement total de chague groupe d’entrainement nous obtenons

(Figure 20) :

e 12,7 fois moins de temps de course pour I'entrainement en accélération
e 7,6 fois moins de distance a parcourir pour I'entrainement en accélération
e une vitesse moyenne de la séance 1,25 fois plus élevé pour I'entrainement en accélération

e une intensité maximale d’exercice 2,9 fois plus élevée pour |'accélération.

Figure 20 : Travail réalisé pour I’entrainement total d’accélération (5 séances) versus
I’entrainement total d’endurance (20 séances). Le pourcentage de différence entre les 2 groupes a

été rajouté. Groupe accélération (n=14) et groupe endurance (n=11). *** : p<0,001 versus groupe

endurance.
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3. Performance et consommation maximale d’oxygéne

Les performances et le débit maximal d’oxygene (VOzmax) Ont été mesurés lors des tests
triangulaires pré-entrainement, intermédiaire (pour le groupe endurance) et post-entrainement. Alors
que les intensités et volumes d’entrainement étaient fixés pour le groupe endurance, ce n’était pas le
cas de I'entrainement en accélération, lors duquel les souris réalisent leurs performances jusqu’a
épuisement. Nous avons ainsi pu analyser I’évolution de leur performance (Vitesse maximale atteinte :

Vpeak) S€ance apres séance pour les 3 intensités d’accélérations (Figure 21).
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Les résultats nous montrent un effet positif significatif de I'entrainement en accélération sur
I'amélioration des performances chez ces souris dgées (p<0,001), et cela pour les 3 intensités
d’accélération (Accel 1 : 3m.min’, Accel 2 : 6m.min2 et Accel 3 : 12m.min2). Plus précisément, Vpeak a
significativement augmenté (p<0,01) a partir de la 3™ séance d’entrainement pour I'accélération
faible (Accel 1), tandis que la Vpeak @ augmenté dés la 2°™® séance d’entrainement (p<0,01) pour
I’accélération modérée (Accel 2). Il aura fallu attendre la 4™ séance d’entrainement (p<0,01) en
accélération pour améliorer la Vpeak lors de I'accélération intense (Accel 3). L’amélioration de la vitesse
maximale atteinte avant épuisement entre la 1% séance et la 5™ séance est de 12% pour I'Accel 1,
28% pour I'Accel 2 et 18% pour I'Accel 3, montrant une augmentation des performances plus

importante pour I'accélération modérée.

Figure 21: Vitesse maximale atteinte (Vpea) pour les intensités d’accélération faible (Accel 1),
modérée (Accel 2) et forte (Accel 3) lors de I'’entrainement en accélération chez les souris agées
(n=14). Les barres blanches représentent la premiére séance d’entrainement et les barres noires la
derniére. ***: p<0.001 effet de Ientrainement (ANOVA). tt: p<0,01 versus 1°¢ séance

d’entrainement.
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Concernant les tests triangulaires, les performances (Vpeak €t Temps limite) ont été améliorées
chez le groupe entrainé en accélération (Figure 22a et 22b) entre le pré et le post-test de 8% pour Vpeak
(p<0,05) et de 10% pour le Temps limite (p<0,01), menant a un effet positif de I'entrainement en
accélération comparé au groupe controle (p<0,01), mais aussi comparé au groupe endurance, que ce
soit apres 2 semaines ou 3 semaines (p<0,001). Groupe endurance ayant d’ailleurs une diminution de
leurs performances (p<0,05) entre le pré-test et le post-test a 4 semaines. Aucun changement n’a été

détecté pour le groupe contréle.

Figure 22 : Evaluation des performances V,..x (A) et Temps limite (B) lors des tests triangulaires pré
et post-entrainement pour le groupe accélération (n=14), contréle (n=11) et endurance (n=11). Les
barres blanches représentent le test pré-entrainement, les barres grises le test post-entrainement a 2
semaines et les barres noires représentent le test post-entrainement aprés 4 semaines. * : p<0,05

versus le pré-test. Tt : p<0,01 versus le groupe contrdle. $S$ : p<0,001 versus le groupe accélération.
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Lors de ces tests, le VOamax @ été mesuré, mais aucun changement significatif n’a été observé pour

aucun des groupes (Figure 23).

Figure 23 : VO;max mesuré lors des tests triangulaires pré et post-entrainement pour le groupe
accélération (n=14), contrdle (n=11) et endurance (n=11). Les barres blanches représentent le test
pré-entrainement, les barres grises le test post-entrainement a 2 semaines et les barres noires

représentent le test post-entrainement apres 4 semaines.
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4, Concentration de la lactatémie

Aprés la fin de chaque test triangulaire (5 minutes aprés I'arrét de I'exercice), la lactatémie
était mesurée (Figure 24). Les résultats obtenus montrent, a I'instar des résultats de performances,
une augmentation de la lactatémie pour le groupe entrainé en accélération entre le pré-test et le post-
test (p<0,001), étant devenu significativement plus élevé que le groupe controle en post-test (p<0,05).
De plus, le groupe endurance a montré une diminution significative de la lactatémie entre le pré-test
et le post-test des la deuxiéme semaine d’entrainement (p<0,01). La lactatémie obtenue 5 minutes
apres la fin de I'exercice pour le groupe endurance était ainsi moins élevée que pour le groupe controle
(p<0,05) et le groupe accélération (p<0,001) lors des post-test a 2 semaines et 4 semaines. Aucun

changement n’a été détecté pour le groupe controdle.

Figure 24 : Lactatémie mesurée 5 minutes apres les tests triangulaires pré et post-entrainement pour
le groupe accélération (n=14), contréle (n=11) et endurance (n=11). Les barres blanches représentent
le test pré-entrainement, les barres grises le test post-entrainement a 2 semaines et les barres noires
représentent le test post-entrainement aprés 4 semaines. **p<0,01 ***p<0,001 versus le pré-test. t

p<0,05 t1 p<0,01 versus le groupe contréle. $S$ p<0,001 versus le groupe accélération.
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5. Activités enzymatiques

L’activité enzymatique de la citrate synthase (CS) et de la lactate déshydrogénase (LDH) dans
le muscle squelettique quadriceps était significativement plus élevée chez le groupe entrainé en
accélération comparé au groupe entrainé en endurance (CS : p<0,05 ; LDH : p<0,01) (Tableau 4). De

plus l'activité enzymatique de la CS dans le quadriceps était aussi plus élevée chez le groupe
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accélération comparé au groupe contrdle (p<0,05). L’activité enzymatique de la créatine kinase (CK)
du cceur et du quadriceps était plus élevée dans le groupe accélération comparé au groupe endurance
(coeur : p<0,01 ; quadriceps: p<0,001), ce qui n’était en revanche pas le cas comparé au groupe
contréle (Tableau 4). L'activité enzymatique de CK était d’ailleurs plus basse dans le quadriceps du
groupe entrainé en endurance comparé au groupe contrdle (p<0,05) (Tableau 4). Enfin, I'activité
enzymatique de I'adénylate kinase (AK) du cceur était plus élevée chez le groupe accélération comparé

au groupe controle (p<0,01) (Tableau 4).

Tableau 4 : Effets des différents types d’entrainement sur I'activité enzymatique de la citrate
synthase, de la lactate déshydrogénase, de la créatine kinase et de I’adénylate kinase dans le
ventricule gauche du coeur et dans le quadriceps. * : p<0,05 versus le pré-test. $ : p<0,05 ; $S : p<0,01 ;

SSS : p<0,001 versus le groupe accélération.

Ceeur (Ventricule gauche) Quadriceps
Accel. Contrdle End. Accel. Controle End.
n=14 n=11 n=11 n=14 n=11 n=11
s 0,970 0,918 0,875 0,429 (*) ($) 0,277 0,235
(Ui /mg prot) +0,052 +0,058 +0,038 + 0,066 £0,028 +0,016
LDH 0,831 0,774 0,864 3,001 ($$) 2,771 2,291
(Ui /mg prot) +0,047 +0,071 + 0,044 +0,213 £0,203 +0,126
K 3,664 ($%) 3,061 2,785 14,871 ($$%) 13,197 9,516 (*)
(Ui /me prot) +0,252 +0,339 +0,091 +0,977 +1,284 + 0,407
AK 1,403 (*) 1,019 1,340 1,480 0,1,354 1,248
(Ui /mg prot) +0,116 +0,128 +0,153 +0,106 £0,120 +0,062
6. Respiration mitochondriale

Aucun effet d’entrainement n’a été détecté pour le taux maximal de respiration
mitochondriale (Vmax) pour le cceur. En revanche, le taux basal de la respiration mitochondriale (sans
ajout d’ADP) (Vo) était significativement plus bas chez les groupes entrainés (p<0,05 pour accélération
et p<0,01 pour endurance), impactant 'ACR qui était significativement plus haut pour le groupe

endurance (p<0,01) et accélération (p<0,01) comparé au groupe controle (Figure 25a).

Dans le muscle squelettique gastrocnémien, seul I'entrainement en accélération a impacté le taux
maximal de la respiration mitochondriale (p<0,05) et I’ACR (p<0,01) qui était plus élevé comparé au

groupe contréle (Figure 25b).
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Dans les fibres musculaires du soleus, aucune différence significative entre les différents groupes n’a

été observée lors des mesures de la respiration mitochondriale (Figure 25c).

Figure 25 : Effets des différents entrainements sur la respiration mitochondriale dans le ventricule
gauche du cceur (A), le gastrocnémien superficiel (B) et le soleus (C), représentés par le taux de
respiration basal (Vo), le taux de respiration maximal (Vmax) et I’ACR chez les groupes accélération

(n=13), controle (n=9) et endurance (n=10). T p<0,05 *1 p<0,01 versus le groupe controle.
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7. Analyses métabolomiques

Les analyses PCA des différents échantillons des groupes accélération, contréle et endurance
n‘ont pas révélées de valeurs aberrantes ou discriminantes. Ainsi, tous les échantillons d’urines

disponibles ont pu étre inclus dans I'analyse OPLS.

L’analyse OPLS de la comparaison du groupe accélération et du groupe contréle (Figure 26a) a montré
un R2Y (0,978) et un Q2Y (0,5) acceptable, indiquant que 97,8% de la variabilité des données est
expliqué par ce modele OPLS et Q2Y représentant toujours la capacité prédictive de ce modele, qui a
été validé par permutations. Le loading plot obtenu (spectre Figure 26a) démontre que les métabolites
discriminants entre ces deux groupes (accélération et controle) sont les acides aminés branchés
(BCAA :2 0,91 et 0,96 ppm), I’hydroxybutyrate (un doublet a 1,16 ppm) et la taurine (triplets a 3,29 et
3,46). Comme le montre le loading plot, le niveau de taurine dans les urines était plus élevé chez le
groupe accélération tandis que les BCAAs et I'hydroxybutyrate étaient plus bas que dans le groupe

controle.

La comparaison entre le groupe endurance et le groupe contréle (Figure 26b) a donné un modele OPLS
avec des valeurs de R2Y (0,955) et Q2Y (0,505) encore une fois acceptable et validé par permutations.
Le loading plot (Figure 26b) a montré que les métabolites les plus discriminants étaient les substrats
du cycle de Krebs tels que I'oxoglutarate (triplet a 2,45 et 3,03 ppm), le citrate (2,59 et 2,74 ppm) et le
fumarate (6,55 ppm). L’hydroxybutyrate (1,16 ppm) ainsi que plusieurs acides aminés tels que la
glutamine et le glutamate (multiplets a 2,06 et 2,38 ppm) et la phénylalanine (multiplets a 7,28 et 7,37
ppm) étaient aussi discriminants. La phénylalanine était le seul métabolite trouvé en plus grande
concentration dans les urines du groupe endurance comparé au groupe contrOle, les autres
métabolites (substrats du cycle de Krebs, hydroxybutyrate et glutamine-glutamate) étant en

concentration plus basse chez le groupe endurance que chez le groupe controle.

L’analyse OPLS entre les deux groupes entrainés (accélération et endurance) a donné le modele le plus
prédictible (Figure 26¢) avec R2Y = 0,933 et Q2Y= 0,650. Le loading plot ainsi obtenu a montré que les
métabolites les plus discriminants entre ces deux groupes entrainés étaient les BCAAs, les substrats du
cycle de Krebs (tels que le succinate (a 2,42 ppm), I'oxoglutarate, le fumarate et le citrate), les
glutamine-glutamate, la taurine, I'allantoine (a 5,40 ppm) et la phénylalanine. La concentration
urinaire des substrats du cycle de Krebs, du glutamine-glutamine et de la taurine était plus élevée dans
le groupe accélération que dans le groupe endurance. Inversement, le niveau urinaire des BCAAs, de
I'allantoine et de la phénylalanine étaient plus bas chez le groupe accélération que chez le groupe

endurance (Figure 26c).
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Figure 26 : Score plot (partie de gauche) et loading plot (spectre de droite) des différents modeles
OPLS obtenus pour la comparaison des échantillons d’urines des différents groupes.
Figure A : comparaison des groupes contréle (points bleus, n=5) et accélération (points rouges, n=9).
Figure B : comparaison des groupes contréle (points bleus, n=5) et endurance (points rouges, n=6).
Figure C : comparaison des groupes endurance (points bleus, n=6) et accélération (points rouges, n=9).
Les variations des différents métabolites sont représentées sur le loading plot sur une échelle de 0 a
9,5 ppm. Un signal positif correspond a un métabolite dont la concentration urinaire est plus élevée
pour le groupe représenté par les points rouges tandis qu’un signal négatif correspond a un métabolite
dont la concentration urinaire est plus élevée pour le groupe représenté par les points bleus. Chaque

score plot est représenté par une valeur de Q2Y et R2Y et les métabolites discriminants (corrélation >

0,5) sont indiqués sur le loading plot, I'échelle de couleurs (a droite) correspondant a la corrélation.
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D. Discussion

L'objectif de cette premiere étude était d'évaluer |'effet d’un nouveau protocole
d’entrainement a court terme (I’accélération) sur la performance, les adaptations métaboliques
possibles dans les muscles squelettiques et le coeur ainsi que sur le profil métabolomique des souris
agées. Le choix de ce programme d’entrainement était basé sur plusieurs hypotheses. Premiérement,
ce type d’entrainement stimulerait les trois principaux métabolismes énergétiques (aérobie, anaérobie
lactique et alactique). Deuxiemement, la vitesse maximale est atteinte progressivement lors de ce type
d’entrainement, contrastant avec I'entrainement en intervalle, et le rendant plus adapté pour les
sujets agés. Troisiemement, le volume et la quantité d’exercice réalisé est beaucoup moins important

avec I’entrainement en accélération qu’avec tout autre type d’entrainement (seulement 5 séances).

1. Protocole et performance

L'avantage majeur de ce nouveau protocole d’entralnement basé sur I'accélération est la
courte durée d’entrainement qu’il nécessite (5 séances sur 2 semaines avec un temps total d’exercice
de 1h36m). De plus, contrairement aux entrainements en intervalle ou en endurance, I'entrainement
en accélération ne requiert pas de test régulier pour jauger I'intensité de I'exercice. En effet, la majorité
des programmes d’entrailnements existants se basent sur un pourcentage de l'intensité maximale
(%VO2max, %Vpeak...) pour réaliser leurs exercices, nécessitant alors des évaluations régulieres pouvant
étre épuisantes chez les sujets agés. D’autre part, comme il a été dit plus haut, ce type d’entrainement
en accélération inclut tout un panel d’intensité d’exercice (d’intensité faible a élevée), stimulant ainsi
les diverses voies du métabolisme énergétique, sans toutefois atteindre les hautes intensités

d’exercice trop brutalement.

Les résultats de performances indiquent un effet bénéfique de I’entrainement en accélération chez les
souris agées, celui-ci améliorant la vitesse maximale atteinte et le Temps limite en seulement 5 séances
pour les tests triangulaires et en seulement 3 séances au sein méme de I'entrainement. Ce n’est en
revanche pas le cas pour I'entrainement en endurance, montrant méme une diminution de la
performance a la 4°™ semaine d’entrainement. Cette diminution pourrait s’expliquer par une
accoutumance aux basses intensités de course chez les souris entrainées en endurance, ce qui, en plus
de leur dge avancé, pourrait influencer négativement sur leur performance a des hautes intensités.
L'importance de l'atteinte de haute intensité lors de I’entralnement dans I'amélioration des
performances et du VO;max n"est d’ailleurs plus a démontrer (Swain 2005, Hafstad 2011, Helgerud 2007,
Mclnnis et Gibala 2016).
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Concernant le VOamax, la durée des entrainements (seulement 2 semaines pour I'accélération et 4
semaines pour I’endurance) pourrait expliquer les résultats non significatifs, comme il I'a récemment
été observé aprés seulement 2 semaines d’entrainement en intervalle (Vincent 2015). De futures
études avec un protocole d’entrainement en accélération sur plus long terme seraient donc

nécessaires pour clarifier I'effet de ce type d’entrainement sur le VOzmax (article 3 : Launay 2017).

2. Métabolisme anaérobie

Le groupe entrainé en accélération a montré une augmentation de sa lactatémie lors du post-
test, tandis que le groupe entrainé en endurance a, au contraire, montré une baisse de la lactatémie
post-entrainement. Bien que ces résultats coincident avec ceux de la performance, et que la
lactatémie, reflétant indirectement I'acidose musculaire, peut étre considérée comme un facteur
limitant de I'exercice, aucune corrélation entre les performances et la lactatémie atteinte post-
exercice n’a été trouvée. Néanmoins, le plus haut taux de lactate dans le groupe accélération suggere
que ces souris ont une meilleure résistance a I'acidose musculaire comparée aux valeurs pré-
entralnement mais aussi aux deux autres groupes (contrGle et endurance). En effet, les hautes
intensités d’exercices atteintes lors de I'entrainement en accélération augmentent la contribution du
métabolisme anaérobie pour la fourniture énergétique lors de I'entrainement. Ainsi, les souris du
groupe accélération pourraient avoir été habituées a des plus haut taux de lactate sanguin, suggérant
une meilleure tolérance a I'acidose pour ce groupe, contrairement au groupe endurance étant habitué

aux intensités faibles a modérées d’exercice.

En outre, I'activité enzymatique de la LDH était plus élevée dans le muscle squelettique du groupe
accélération comparé au groupe endurance, allant dans le sens d’une utilisation plus importante du
métabolisme anaérobie dans le groupe accélération, permettant ainsi I'atteinte et le maintien
d’intensité plus élevée d’exercice (Kaczor 2006, Gelfi 2006). Des études ont par ailleurs montré une
diminution de I'activité de LDH, notamment son isoforme musculaire (LDH-M), aprées un entrainement
en endurance (Spina 1996, Messonnier 2005, Bigard 2007) pouvant alors expliquer ces différences
observées entre le groupe accélération et le groupe endurance. De plus, comme il a été dit dans les
chapitres précédents, I'activité de la LDH-H diminue avec I’age. Une augmentation de I’activité de cette
enzyme grace a l'entrainement en accélération pourrait alors étre un facteur bénéfique pour
compenser le déclin du métabolisme anaérobie avec I'age. Néanmoins des précisions supplémentaires

concernant I’évolution des différents isoformes de LDH seraient nécessaires.
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D’autre part, la revue récente de Tepp et al. (2016) a mis I'accent sur la nécessité d’étudier les
altérations de la cinétique des flux énergétiques au cours du vieillissement. Le role de ces changements
a été jusqu’a maintenant trop sous-estimé dans le déclin des performances avec |'dge. Dans notre
étude, I'activité enzymatique de I'adénylate kinase (AK) au niveau du cceur était plus élevée dans le
groupe accélération comparé au groupe contrdle. Nous avons précédemment expliqué le réle de AK
dans les voies de transfert énergétique, son augmentation dans le groupe accélération pourrait ainsi
étre une source additionnelle d’énergie lors d’exercice intense (Dzeja 1996, Dzeja 2003, Hunter 2004),
dans le coeur des souris agées. Concernant I'activité enzymatique de la créatine kinase (CK), celle-ci
était plus élevée dans le muscle squelettique (quadriceps) et dans le coeur du groupe accélération
comparé au groupe endurance, allant encore une fois dans le sens d’'un meilleur flux énergétique chez
les souris entrainées en accélération, leur permettant ainsi d’atteindre et de maintenir des intensités

d’exercices élevées (Tepp 2016).

Ces résultats sont en accord avec de nombreux articles suggérant qu’un entrainement utilisant des
hautes intensités était plus efficient qu’un entrainement en endurance sur les capacités anaérobies
(Tabata 1996, Rodas 2000, Perry 2008, Reaburn 2009, Hafstad 2011). L’entrainement en accélération
aurait donc un impact plus important que I'entralnement en endurance sur les voies énergétiques
anaérobies et permettrait in fine, grace a une meilleure résistance a I'acidose et a un meilleur flux

énergétique, de meilleures performances notamment en termes d’intensité, chez les souris agées.

3. Métabolisme aérobie

En dépit de I'absence de résultats significatifs pour le VOamax, la respiration mitochondriale et
I’activité enzymatique de la citrate synthase (CS) ont été impactées par I'entrainement en accélération.
En effet, I'activité enzymatique de la CS dans le muscle squelettique du quadriceps était plus élevée
chez le groupe accélération comparativement au deux autres groupes (endurance et contréle), ce qui
est en accord avec de nombreuses études montrant un effet bénéfique de I'activité physique sur
I'activité enzymatique de la CS a tout age (Rossiter 2005, Safdar 2011, Malek 2013). Cette
augmentation de I'activité de la CS est communément relatée a une augmentation du contenu en
mitochondrie et a une adaptation du métabolisme aérobie (Spina 1996, Figuereido 2009ab, Larsen

2012).

De plus, la capacité maximale de la respiration mitochondriale (Vmax) (en présence d’ADP) était
supérieure dans le muscle squelettique gastrocnémien des souris entrainées en accélération

comparées aux souris contrdles, complétant les résultats de I'activité enzymatique de la CS.
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Contrairement a nos attentes, I'entrailnement en endurance n’a pas eu les effets escomptés sur la
capacité maximale de la respiration mitochondriale (Vmax) ni sur I'activité enzymatique de la CS,

normalement impacté par I'entrainement en endurance (cf. chapitres précédents).

Ces adaptations observées dans le groupe accélération sur le muscle squelettique ne sont pas visibles
dans le muscle cardiaque. Ce manque d’adaptation cardiaque chez les groupes entrainés en
accélération et en endurance pourrait étre di au temps d’entrainement court (2 et 4 semaines) ou au
fait que la capacité oxydative était suffisante pour répondre au stimulus de I’entrainement au niveau
du cceur. Il a d’ailleurs déja été reporté que I'activité de la CS augmentait dans le muscle squelettique
a la suite d’entrainements en endurance ou en intervalle de haute intensité, mais pas dans le cceur,

suggérant une réponse plus lente a I’'entrainement pour le muscle cardiaque (Baldwin 1977, Siu 2003).

Rappelons que l'activité enzymatique de la CS diminue avec I'dge et que le dysfonctionnement
mitochondrial est au coeur des théories sur le vieillissement et impacterait grandement les
performances des sujets agés (cf. Chapitres précédents). Nos résultats suggérent que I'entrainement
en accélération résulte de meilleures adaptations du métabolisme aérobie comparé a I’entrainement
en endurance, principalement au niveau des muscles squelettiques, en améliorant le taux maximal de
respiration mitochondriale et en augmentant la densité mitochondriale chez les souris agées, pouvant

ainsi compenser leur déclin.

4. ROS et capacité antioxydante

Bien que peu de résultats aient été observés sur la capacité maximale de respiration
mitochondriale, 'ACR (Vmax/Vo) au niveau du coeur était plus élevé chez les groupes entrainés
(endurance et accélération) comparé au groupe contréle. De méme, I’ACR au niveau du gastrocnémien
était plus élevé pour le groupe accélération comparé au groupe controle. Cette différence d’ACR est
notamment due a une diminution du Vo au niveau coeur pour les deux groupes entrainés et au niveau
du muscle squelettique pour le groupe accélération. D’autres cas d’études ont effectivement reporté
une augmentation de I’ACR post-entrainement chez les animaux jeunes et agés (Bo 2008, Figueiredo
2009, Pesta 2011), pouvant étre amélioré par une augmentation de la capacité maximale de la
respiration mitochondriale, mais aussi par un abaissement du taux basal de respiration (sans ajout
d’ADP) (Pesta 2011). En effet, en absence d’ADP, la synthése d’ATP par la chaine respiratoire ne se
réalise pas, cependant, une consommation d’oxygene est tout de méme observée, bien que
normalement tres faible. Cette consommation d’oxygéne sans production d’énergie signifie que le

couplage entre I'oxydation des coenzymes (lors de la respiration mitochondriale) et la synthése d’ATP
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n’est pas parfait. La diminution de ce taux basal (Vo) indiquerait un meilleur couplage de la respiration
mitochondriale chez les souris entrainées, et pourrait étre notamment expliqué par une fuite de
proton (Stuart 2001, Pesta 2011) et par un dysfonctionnement des protéines de la chaine respiratoire
causé par les radicaux libres (Bo 2008, Wei 2009). En effet, nous avons précédemment montré que le
déclin des fonctions mitochondriales avec I'age était principalement impacté par les dommages
oxydatifs dus a la production des ROS (Shigenaga 1994, Gianni 2004, Figuereido 2009ab), ceux-ci
induisant notamment une diminution du fonctionnement de la chaine respiratoire (Gianni 2004, Zhang
2007, Wei 2009). Nos résultats suggerent donc que 5 séances d’entrainement en accélération ou 20
séances d’entrainement en endurance chez les souris agées seraient capables d’améliorer le couplage
de la respiration mitochondriale en réduisant la production de ROS ou en augmentant I'activité des

enzymes antioxydantes dans le cceur (et dans le muscle squelettique pour le groupe accélération).

De plus, nos analyses métabolomiques ont révélé une concentration en taurine plus élevée dans les
urines du groupe accélération, suggérant une production et une disponibilité plus importante en
taurine pour les souris entrainées en accélération. La taurine est connue pour ses propriétés
antioxydantes et sa capacité a réduire le niveau des radicaux libres (Roy 2012, Shimada 2015). Il a aussi
été montré que les souris manquant de taurine et de ses transporteurs avaient des performances
physiques plus faibles, allant dans le sens des résultats observés dans cette étude. Il semblerait donc
que l’entrainement en accélération soit probablement plus bénéfique que I’endurance dans
I'augmentation des défenses oxydantes chez les souris agées, bien que le groupe endurance montre
tout de méme des effets bénéfiques sur I’ACR au niveau du coeur. Cependant, il est évident que des
études complémentaires sont nécessaires pour mesurer 'effet de I’entrainement en accélération sur

la production de ROS et les défenses antioxydantes.

5. Complément des analyses métabolomiques

De nombreuses études ont montré que la progression de la sarcopénie était associée a des
altérations du métabolisme protéique musculaire au cours du vieillissement (Holloszy 1991, Schulte
2001, Nair 2005, Butler-Browne et Bigard 2006, Brooks 2016). Le métabolisme protéique est
caractérisé par un équilibre entre la synthese et la dégradation des protéines. Les analyses RMN ont
montré une plus faible concentration en acides aminés branchés (BCAAs) dans les urines du groupe
accélération comparé au groupe endurance et contrble, suggérant un catabolisme protéique moins
important chez le groupe accélération (Lemoyec 2012). De plus, les produits de dégradation protéique
(telles que la phénylalanine et I'allantoine) n’étaient pas plus élevés chez le groupe accélération

comparé aux deux autres groupes. Ces observations pourraient ainsi suggérer un début de synthése
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protéique (par l'utilisation des BCAAs) chez les souris entrainées en accélération, ou du moins un
meilleur maintien du turnover protéique. Cette synthése protéique n’a néanmoins pas été observée
en termes d’augmentation de masse musculaire, le protocole de cette étude relativement courte étant

une raison possible.

Ces analyses métabolomiques ont aussi révélé une concentration plus faible d’hydroxybutyrate chez
les deux groupes entrainés. L’hydroxybutyrate est un corps cétonique, I'excés de ces derniers dans les
urines est souvent associé a un jeline, lors d’'un épuisement de réserve glucidique et pourrait étre un
signe de diabéte (cf. chapitre cétogenéese) (Cox 2014). Ce qui rejoindrait les nombreuses études
montrant les effets bénéfiques de I'activité physique sur I'insulino-resistance (Ryan 2000, Flack 2011,
Medeiros 2011, Sundell 2011, O’Neill 2013). Néanmoins, le manque de données de notre étude sur ce

sujet ne nous permet pas de conclure.

Enfin, une plus faible concentration des substrats du cycle de Krebs (Oxoglutarate, Citrate, Succinate)
ou de ses intermédiaires (Glutamine-Glutamate) a été détectée dans les urines du groupe endurance
comparé aux deux autres groupes. Ces observations pourraient étre dues a une utilisation plus
importante (et donc a une élimination moins importante) de ces substrats, ce qui serait en adéquation
avec ce type d’entrainement utilisant principalement la voie aérobie. Cela stimulerait ainsi la
dégradation protéique, les BCAAs pouvant fournir les substrats du cycle de Krebs par |'oxydation du
glutamate en oxoglutarate (Lemoyec 2012), rejoignant nos suppositions concernant la différence du

turnover protéique chez ces deux groupes entrainés.

E. Conclusion et perspectives de la premiére étude

En conclusion, cette premiére étude a démontré que I'entrainement basé sur |'accélération
permettait I'amélioration des performances chez les souris dgées tout en étant plus efficient que
I’entrainement en endurance. De plus, il semblerait que ce type d’entrainement en accélération méne
a de meilleures adaptations du métabolisme anaérobie, grace notamment a l'intensité plus élevée
d’exercice, mais aussi du métabolisme aérobie. Bien que des études complémentaires soient
nécessaires, cet entrainement aurait un possible impact positif sur I'amélioration des défenses
antioxydantes, la sensibilité a I'insuline et le turnover protéique des souris dgées. L'entrainement en
endurance a basse intensité ne semble pas capable de développer le métabolisme anaérobie, lequel
est essentiel pour la qualité de vie des personnes agées, tandis que les protocoles d’entrainements de
hautes intensités actuellement utilisés, et atteignant les hautes vitesses tres brusquement, ne nous

semblent pas appropriés pour les sujets agés. L’entrainement en accélération semble donc étre un bon
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compromis. De plus, étant donné le besoin de promouvoir I'exercice chez les personnes agées, un
programme d’entrailnement a court terme, tel que l'accélération, permettrait d’augmenter leur

motivation.

Néanmoins, bien que cette étude ait montré I'efficience de ce nouveau type d’entrainement en
accélération sur de nombreux parametres (performances, métabolismes énergétiques...) chez la souris
agée, des études complémentaires sont requises afin de déterminer les effets sur le coeur et les
muscles squelettiques sur un plus long terme. En effet, si I'objectif de cette étude était de développer
un programme d’entrailnement a court terme, les 2 semaines d’entrainement restent tout de méme
relativement courtes pour détecter les effets sur le VOamax €t la prise de masse musculaire. De plus,
devant l'importance des flux énergétiques a I'exercice et pendant la récupération, des études
supplémentaires sur ces voies de transfert d’énergie seraient intéressantes (AK, et CK notamment),
nécessitant ainsi des études in vivo plutot que in situ (fibres perméabilisées), les communications
existantes entre les différents métabolismes étant a prendre indéniablement en compte. Enfin, les ROS
étant toujours au coeur des théories sur le vieillissement, I’étude de leur production et de I'activité des

enzymes antioxydantes lors de I’entrainement en accélération serait d’un grand intérét.

A I’heure ou ces lignes sont écrites, un deuxieme article sur I’entralnement en accélération de notre
laboratoire vient d’étre accepté et apporte certains éléments de réponse (Launay 2017) (Article 3). En
effet, cet article a étudié I'effet de notre entrainement en accélération sur des rats agés de 22 mois et
sur une période de 8 semaines (a raison de 2 séances par semaine). Les résultats ont montré une
amélioration des performances mais aussi du VOzmax. De plus une hypertrophie cardiaque a été
observée et un gain de force et de masse musculaire semble étre mis en place, notamment par une
activation de la voie de signalisation de mTOR. Ces résultats complétent nos observations et apportent
des nouveaux éléments quant a I'utilité et |'efficience de ce nouveau protocole d’entrainement qu’est

I’accélération.
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DEUXIEME ETUDE
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1. EVOLUTION DES CAPACITES PHYSIQUES ET PHYSIOLOGIQUES AVEC L’AGE
CHEZ LA SOURIS miCK-KO

A. Contexte

Bien que l'espérance de vie ne cesse d’augmenter depuis des décennies, une perte
fonctionnelle se produit au cours du vieillissement, diminuant les capacités a réaliser les activités ou
gestes quotidiens (Hunter 2004, Butler-Browne et Bigard 2006). La perte de masse et de force
musculaire, ainsi que les altérations des différents métabolismes énergétiques s’orientant vers un
métabolisme plus lent (oxydatif) sont des facteurs importants dans la diminution des capacités
physiques, principalement pour des intensités d’exercices/activités modérées a intenses (Gelfi 2006,

Kaczor 2006, Mitchell 2012, Brooks 2016).

Le vieillissement est universel et inéluctable, son processus est intrinseéque mais est aussi influencé par
les facteurs environnementaux. A ce jour, aucun consensus n’établit les causes exactes du
vieillissement, mais de nombreuses théories coexistent. Les théories du vieillissement biologique sont
nombreuses et on distingue notamment les théories programmées des théories stochastiques (ainsi
que des théories mixtes). Si les théories programmeées partent du principe que chaque espéce possede
une « horloge biologique » génétiquement préprogrammée, les théories stochastiques, elles,
invoquent des accumulations de phénomeénes aléatoires comme des mutations de genes, des

dommages oxydatifs, etc... (Jaeger et Cherin 2011, Tepp 2016).

La mitochondrie est actuellement au coeur des théories sur le vieillissement de par ses nombreux
dysfonctionnements observés avec I’age (Short 2005, Figueiredo 2009, Huang et Hood 2009, Hepple
2014) et causées entre autres par une surproduction de ROS au niveau des différents complexes de la
chaine respiratoire (Mansouri 2006, Huang et Hood 2009, Brand 2010, Peterson 2012, Correia-Melo
2016). Néanmoins, ces théories sont encore aujourd’hui fortement débattues (Tepp 2016). Les tissus
analysés, les méthodes de mesures (in vitro, in vivo), I'activité physique des sujets ou encore leur état
de santé (diabetes, maladies cardio-vasculaires...), sont autant de facteurs responsables des
contradictions existantes. Pour exemple, les études in vitro, sur mitochondries isolées ne prennent pas
en compte l'influence des différents mécanismes de flux énergétiques. De plus, il se pourrait que le

role et I'impact des ROS dans la théorie sur le vieillissement mitochondrial soit surestimé (Tepp 2016).

Récemment, une théorie portant sur 'altération des flux énergétiques a été proposée (Tepp 2016) et
un grand intérét a été porté a ces transferts énergétiques existants entre les différents lieux de
formation et d’utilisation de I’ATP, ceux-ci impactant grandement la fourniture énergétique et donc

les capacités physiques, que ce soit pour les activités intenses ou lors de la récupération (Wallimann
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2015, Miotto et Holloway 2016, Tepp 2016). En effet, parmi les mécanismes contribuant a
I’'homéostasie métabolique, les voies de transfert d’énergie ont une place de premier ordre
permettant une flexibilité pour réagir aux différents besoins énergétiques (Tepp 2016) (schéma
syntheése, Figure 8). La navette phosphocréatine/créatine (PCr)/Cr) est notamment considérée comme
un contributeur majeur du transfert énergétique en régénérant la PCr et en augmentant la disponibilité
en ADP pour la respiration mitochondriale (Ydfords 2015, Miotto et Holloway 2016, Tepp 2016). Il a
d’ailleurs été montré que dans les cellules cardiaques le flux de phosphocréatine assurait le transport
de 80% de I'énergie nécessaire a la contraction musculaire et aux pompes ioniques (Aliev 2011). Les
20% restants de I'énergie étant transportés grace au systéeme adénylate kinase (AK) et a la voie
glycolytique (Aliev 2011). De plus, la diffusion de la PCr et de la Cr est estimée étre 2000 fois plus rapide
que celle de 'ADP et de I'ATP a travers la membrane externe mitochondriale et le cytosol (Wallimann
2011), permettant un transfert d’énergie plus efficient, notamment pour les activités physiques
intenses. Suivant le type de fibres musculaires considérées et suivant I'intensité de I'exercice demandé,
différents mécanismes se mettent en place. Ainsi, lorsque l'intensité d’exercice est tres élevée, les
fibres glycolytiques assurent majoritairement la fourniture en énergie en utilisant leur stock de PCr
disponible (Ventura-clapier 1998, Kaasik 2003, Gueguen 2006). Cependant, cette intensité ne pourra
pas étre maintenue trés longtemps et l'utilisation des stocks conduira alors a une diminution de
I'intensité d’exercice (Ventura-clapier 1998, Kaasic 2003, Gueguen 2006). En diminuant l'intensité, la
navette PCr/Cr permet ainsi de reformer les stocks de PCr au niveau des myofibrilles, assurant, grace
a la mitochondrie, un flux énergétique constant. Cette navette créant un lien étroit entre la
mitochondrie et les myofibrilles se réalise donc majoritairement dans les fibres de type oxydatives
(possédant un plus grand nombre de mitochondries) et s’effectue en période de récupération mais
aussi pendant I'exercice pour les fibres oxydatives, sans nécessiter un arrét de I'activité (Kaasik 2003).
Si I'utilisation de la PCr au niveau myofibrillaire est assurée par I'enzyme de la créatine kinase
musculaire (MM-CK), cette navette PCr/Cr est effective grace a I’enzyme mitochondriale de la créatine

kinase (mi-CK) (Figure 8).

Concernant l'impact de I'dge sur ces voies de transfert d’énergie, il a notamment été montré une
diminution de I'expression génique et de I'activité enzymatique des isoformes mitochondriaux (mi-CK)
et cytosoliques (MM-CK) de la créatine kinase au cours du vieillissement, que ce soit au niveau des
muscles squelettiques et cardiaques chez ’homme et le rongeur (Schuyler 1990, Kayo 2009, Bodyak
2002, Kaczor 2006, O’Connel 2007, Nuss 2009, Nemutlu 2015, Tepp 2016). Cette dégradation de
fonction de I'activité de la CK, pouvant étre causée par le stress oxydant (Kanski 2005, Nuss 2009),
serait un des facteurs majeurs de la perte de fonction musculaire avec I’age (Pastoris 2000, Nuss 2009)

et de la baisse des capacités anaérobies (Kaczor 2006). Comme le souléve Tepp et al. (2016), il existe
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de nombreuses indications d’un déclin de la formation d’ATP et du transfert d’énergie avec I'age, mais

des études supplémentaires sont encore nécessaires (Tepp 2016).

Dépendamment de I'importance de ces voies de transfert d’énergie dans les différents métabolismes,
un modele de souris déficientes a la CK a alors été développé, souris pouvant étre knock-out pour les
différents isoformes (KO-mi-CK, KO-MM-CK) que nous nhommerons respectivement miCK et MMCK.
Cette mutagéneése ciblée a permis d’étudier les rbles de ces différents isoformes et est actuellement
utilisée pour simuler une diminution du flux énergétique pouvant apparaitre avec I'dge afin d’analyser

les adaptations possibles.

Actuellement, aucune étude concernant I'évolution de la capacité physique de ces souris avec I'age
n’a été réalisée. Néanmoins, certaines adaptations cellulaires et métaboliques sont observées chez ces
souris. En effet, les souris déficientes pour les deux isoformes de CK (mitochondrial et cytosolique) que
nous nommerons Double-KO montrent une importante plasticité architecturale (Kaasik 2003,
Novotova 2006, Wallimann 2015). Les principales observations montrent, dans les fibres musculaires
de type rapide, une augmentation du nombre et du volume mitochondrial (Kaasik 2003, Momken
2005, Novotova 2006, Vaarman 2008, Wallimann 2015) ainsi qu’un rapprochement de ces
mitochondries vers les sites d’utilisation de I'ATP (Kaasik 2003, Novotova 2006). Cela permettrait ainsi
une transition d’un flux énergétique utilisant normalement les navettes PCr/Cr vers un transfert
d’énergie direct, entre la mitochondrie et les myofibrilles, la distance de diffusion ayant été diminuée
(Novotova 2006, Wallimann 2015). Le schéma de Kaasik et al. exprime parfaitement ces adaptations

observées (Figure 27) :

Figure 27 : Adaptation du flux énergétique dans le muscle squelettique a contraction rapide chez les
souris déficientes a la créatine kinase cytosolique et mitochondriale (Double-KO) (Kaasik 2003). Les

chiffres en nmol.min"t.mg dw représentent la quantité d’ATP produit.
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Une meilleure capacité oxydative a d’ailleurs été observée dans les muscles glycolytiques des souris
Double-KO (Veld 2005, Novotova 2006), suggérant une transition du métabolisme glycolytique vers un
métabolisme oxydatif pour les fibres musculaires rapides (Veld 2005, Vaarman 2008). L’orientation
vers un métabolisme plus oxydatif engendrerait une résistance plus accrue a la fatigue chez les souris

Double-KO (Novotova 2006, Vaarman 2008).

Néanmoins, une détérioration du transport du calcium (pompe SERCA), est observée chez les souris
Double-KO, augmentant le temps de captage et de relargage du calcium par le réticulum
sarcoplasmique (Kaasik 2003, Novotova 2006, Vaarman 2008). A cela s’additionne une sensibilité
réduite a I’ADP, indiquant qu’un taux d’ADP plus élevé est nécessaire pour stimuler les différents
métabolismes énergétiques dépendant du ratio ATP/ADP. De méme la concentration de PCr et le taux
de phosphotransfert semble étre inférieur chez ces souris Double-KO (Veld 2005, Novotova 2006,
Yaniv 2013). Il en résulte une diminution de la force explosive (burst) et de la force maximale (Kaasik

2003, Novotova 2006, Vaarman 2008).

Des résultats similaires, bien qu’étant moins prononcés, ont été observés chez les souris déficientes
uniquement a la CK cytosolique (MM-CK) (Wallimann 2015). Ainsi, chez les MMCK une biogénése
mitochondriale, une capacité oxydative plus élevée, une altération de I’homéostasie calcique ainsi
gu’une diminution de la sensibilité a I’ADP et de la force explosive ont été observées dans les fibres
musculaires glycolytiques menant, encore une fois, a une transition vers un métabolisme plus oxydatif

(Kaasik 2003, Veld 2005, Vaarman 2008, Wallimann 2015).

Les études concernant les souris déficientes a la CK mitochondriale (miCK) n’expriment, a ce jour, que
tres peu d’effet de cette mutation, que ce soit sur le plan métabolique ou de la structure cellulaire. En
effet, les études ne montrent actuellement aucun effet sur la capacité oxydative musculaire ni sur la
force contractile (Veld 2005, Miotto et Holloway 2016). Aucun effet n’a non plus été observé pour les
performances mesurées lors de tests triangulaires modérés et intenses chez les souris de 3 mois
(Miotto et Holloway 2016), bien gu’il soit observé une diminution de I'exercice volontaire chez des
souris miCK de 7-8 mois (Lygate 2009). De méme les fonctions cardiaques semblent maintenues chez

les souris miCK de 4 a 9 mois (Lygate 2009).

Bien que 'lhoméostasie énergétique puisse étre compromise chez les souris miCK, MMCK et Double-
KO, il se pourrait que les autres voies de phosphotransfert (AK) et de transport de I’ADP soient en
mesure de maintenir un flux énergétique suffisant (Dzeja 2011, Nemutlu 2012, Yaniv 2013, Miotto et
Holloway 2016). Néanmoins, des études supplémentaires sont nécessaires afin de préciser les
adaptations possibles a cette mutation, notamment en cas de stress (activité physique) (Miotto et

Holloway 2016).
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Finalement, les mutations chez les souris Double-KO et MMCK impliquent une restructuration des
organites cellulaires engendrant une transition d’un métabolisme glycolytique vers un métabolisme
plus oxydatif permettant de maintenir le niveau de performance excepté en cas de forte intensité
contractile. Cette transition est aussi observée lors du vieillissement naturel chez I'individu agé
(Coggan 1992, Hunter 2004, Brooks 2016) et, bien qu’aucun lien ne soit encore clairement établi entre
ces voies de transfert d’énergie et le vieillissement, les compensations observées chez les souris CK
déficientes pourraient nous aider a comprendre les diverses adaptations du métabolisme énergétique

de 'homme au cours du vieillissement.

Concernant les souris miCK, trop peu d’études s’accordent pour déterminer les effets exacts de cette
mutation. De plus, a ce jour, aucun article n’a évalué I'effet du vieillissement sur I'état physique et
physiologique de ces souris. Notre deuxieme étude avait donc pour but d’apporter une pierre a cet
édifice, en évaluant dans un premier temps, I'évolution des capacités physiques avec I'age de souris
déficientes a la CK mitochondriale, permettant, dans un deuxieme temps, d’analyser les diverses

adaptations possibles.

B. Méthodologie

1. Elevage et reproduction des souris miCK

La créatine kinase mitochondriale (mi-CK) est responsable du transfert du phosphate a haute
énergie de la mitochondrie vers les sites d’utilisation de I’'énergie ou se trouve la créatine kinase
cytosoliqgue (MM-CK). Elle appartient a la famille des isoenzymes créatine kinase dont deux sont

mitochondriaux : mi-CK sarcomerique (scMi-CK) et mi-CK omniprésente (ubiquités : uMi-CK).

Chez les rongeurs et les humains, la scMi-CK est exprimée spécifiquement et uniquement dans le
muscle squelettique et cardiaque. L'isoenzyme uMi-CK est exprimée dans de nombreux tissus et

principalement au niveau du cerveau, de l'intestin et des reins (Payne 1994).

Les souris déficientes pour scMi-CK ont été produites a partir de souris hétérozygotes provenant du
laboratoire du Professeur Stefan Neubauer (Department of Cardiovascular Medicine, University of
Oxford). A 'origine ces souris ont été créées par le laboratoire du Professeur Bé Wieringa (Nijmegen
University, Pays-Bas) (Steeghs K et al. 1998). Une fois arrivées en France, les souris males
hétérozygotes ont été croisées avec des femelles puis les embryons ont été réimplantés a des femelles
gestantes (Charles Rivers) pour enfin étre transportés au CERFE Génopole. Les portées sont nées dans

I’'animalerie du CERFE. L’élevage a été suivi par le CERFE et le génotypage a été réalisé par notre
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laboratoire pour obtenir une lignée de souris scMiCK-KO que nous nommerons dans cette étude
« souris miCK ». Les souris qui n’ont pas manifesté le phénotype scMi-CK constituaient alors le groupe
sauvage/contréle. Des bouts d’oreille ont été récupérés aprées la naissance pour le génotypage utilisant

les kits d'extraction d'ADN (Qiagen 56304) (Annexe 5).

Au total 72 souris males (dont 38 miCK et 34 sauvages) et 45 souris femelles (dont 34 miCK et 11
sauvages) ont été génotypées et utilisées. Cependant, cette étude se concentrera uniquement sur les

souris males. Les données de I’étude sur les femelles et leurs analyses étant actuellement incomplétes.

Sur ce total de 72 souris males utilisées, 5 souris sont mortes avant leur sacrifice. Trois groupes d’ages
différents (6, 9 et 18 mois) ont été choisis pour les souris miCK et controéles, représentant environ 30,

50 et 64 ans en age humain soit les catégories « jeune-adulte », « adulte-sénior » et « dgée ».
Les groupes obtenus pour les souris males sont les suivant :

e 35 souris miCK males :
o 13 souris sacrifiées a 6 mois
o 13 souris sacrifiées a 9 mois
o 9 souris sacrifiées a 18 mois
e 32 souris controles males :
o 12 souris sacrifiées a 6 mois
o 10 souris sacrifiées a 9 mois

o 10 souris sacrifiées a 18 mois

Pour rentabiliser au maximum I’élevage de ces souris, les souris désignées pour étre sacrifiées a 18
mois ont aussi réalisé les protocoles de tests a 6 et 9 mois. |l en est de méme pour les souris sacrifiées
a 9 mois qui ont réalisé les protocoles de tests a 6 mois. L'écart entre les tranches d’age étant
important, les premiers protocoles de tests a 6 et 9 mois n’influencaient pas I'évaluation des
performances a 9 ou 18 mois. Il est donc normal de trouver dans cette étude une différence de nombre
de sujets entre les données dépendantes du sacrifice et les données dépendantes des tests

triangulaires.

2. Familiarisation et évaluation de la performance

Les souris miCK et contrdles ont été évaluées a I'age de 6 mois, 9 mois et 18 mois. L’évaluation

de la performance a ces différents ages a été effectuée par deux tests triangulaires (a 0° et a 25°

Iy

d’inclinaison) sur tapis roulant Columbus a une voie permettant la mesure des échanges de gaz
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(Modular Enclosed Metabolic Treadmill, Columbus Instruments). Ces tests triangulaires se déroulaient

systématiquement selon le protocole suivant :

FAMILIARISATION (une semaine)

e Jour1:0m.min? pendant 10 minutes afin de s’habituer au tapis et a I’environnement
puis 10 minutes a 3 m.min™.

e Jour2:3 m.min!pendant 5 minutes puis 6 m.min* pendant 5 minutes

e Jour 3 :6 m.min?pendant 10 minutes

e Jour4:6 m.min?pendant 5 minutes puis 10 m.min?pendant 5 minutes

e Jour5:10 m.mintpendant 10 minutes (incrémentation douce jusqu’a 10 m.min?)

v

2-3 jours de repos

v

TEST TRIANGULAIRE sur tapis a 0° d’inclinaison

e 8 minutes d’enregistrement au repos

e Puis début de I'exercice a 10 m.min? et incrémentation de 3 m.min toutes les 3
minutes jusqu’a épuisement, définie comme le moment ou la souris reste en contact
de la grille électrique pendant plus de 5 secondes (= 16 a 20 minutes d’exercice).

e Puis 4 minutes et 30 secondes d’enregistrement en phase de récupération

e A5 minutes : mesure de la lactatémie (Lactate Pro LT-1710)

v

1 semaine de repos

v

TEST TRIANGULAIRE sur tapis a 25° d’inclinaison

(Méme protocole que pour le premier test triangulaire a 0°)
(= 7 a 12 minutes d’exercice).

L’'objectif du test a 25° était d’évaluer les performances lors d’un exercice plus court et plus intense,
se dirigeant ainsi plus vers des exercices de force. Cette inclinaison étant importante, le test a 0° a été
réalisé en premier afin que les souris aient déja testé un exercice jusqu’a épuisement moins difficile.
Une semaine de repos a été octroyé entre ces deux tests afin d’éviter toutes influences de la fatigue

musculaire du premier test sur le deuxieme.

Lors de ce test la performance était évaluée et se représentait par la vitesse maximale atteinte Vpeak

(correspondant a la vitesse du dernier palier maintenu un minimum de 30 secondes) et par le temps
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total de I'exercice avant épuisement nommé « Temps limite ». De plus, la lactatémie a été mesurée en
prélevant une goutte de sang provenant d’une veine de la queue, grace au Lactate Pro LT-1710 (Arkray

Inc., Kyoto, Japan).

3. Analyses respiratoires :

Lors de ces tests incrémentés sur tapis, les mesures de gaz (0, CO,) étaient réalisées
automatiquement toutes les 5 secondes par I'analyseur de gaz Columbus calculant la consommation
d’oxygene (VO2). Pour permettre la comparaison avec les valeurs sur I’humain, le VO, était exprimé en

ml.mint.kg"%7.

De plus, le temps nécessaire a I'atteinte du VOamax ainsi que le temps passé a VOzmax a été mesuré. Ce
dernier parametre correspond a la durée pendant laquelle les souris sont restées a VOymax Sans
variation de plus de 1% du VOzgeserve COrrespondant au (VOzmax- VOzmin). Ce VOareserve €tant relativement
faible chez la souris, le 1% ne pouvait étre choisi en fonction du VO.max, la marge de décalage avec le
VO:2max aurait été trop importante. Nous exprimerons le temps passé a VO2max €n pourcentage du temps
d’exercice afin de permettre une meilleure comparaison entre toutes les souris, quelle que soit leur

performance.

4. Méthode de sacrifice : prélevements musculaires et urinaires

Les sacrifices des souris étaient effectués apres un minimum de quarante-huit heures de repos
apres le dernier test triangulaire (25°) par injection intrapéritonéale de pentobarbital a une dose de
100 mg/kg. Lors de ce sacrifice, le poids des souris a été mesuré. De plus, le ventricule gauche du
muscle cardiaque, le foie, le diaphragme et les muscles squelettiques (gastrocnémiens, extensor
digitorum longus (EDL), tibial antérieur (TA), soleus et quadriceps) ont été immédiatement récupérés
et plongés dans I'azote liquide puis stockés a -80°C. Une partie de ces échantillons a été mise dans une
solution miRNA pour des futures analyses. Un échantillon d’urine et de plasma sanguin (directement
dans le coeur) ont aussi été collectés lorsque cela était possible et stocké a -80°C afin de réaliser des

analyses métabolomiques.
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5. Analyses statistiques

Les données anatomiques ont été notées comme « Moyenne = SEM » et le seuil de
significativité statistique a été fixé a p<0,05. Pour étudier les effets globaux de I’dge sur les différents
groupes (contrdle et miCK), une analyse de variance a un facteur a été utilisée. Dans le cas ou des
différences significatives étaient observées (p<0,05), des tests post-hoc étaient utilisés : la méthode
de Holm-Sidak en cas de données ne suivant pas une loi normale de distribution et le test de Kruskal-
Wallis dans le cas contraire. Les comparaisons intergroupes au méme age ont été effectuées avec un
test de Student pour échantillons non appariés. Un test non-paramétrique de Mann-Whitney a été
utilisé pour les données ne suivant pas la loi normale de distribution. Concernant les analyses de

corrélations, celles-ci étaient réalisées grace au coefficient de Spearman.

C. Résultats

1. Données anatomiques

L’analyse des données anatomiques des souris miCK et contrdles est donnée dans le Tableau
5 et la figure 28 ci-dessous. Que nous prenions uniquement les souris sacrifiées ou le total des souris
pesées aux ages de 6, 9 et 18 mois, nous obtenons les mémes résultats concernant le poids de corps.
Nous avons ainsi obtenu une augmentation du poids corporel des souris sauvages (groupe controle)
avec I'age entre 6 et 9 mois (p<0,05), entre 9 et 18 mois (p<0,01) et entre 6 et 18 mois (p<0,001),
devenant a 18 mois significativement supérieur (p<0,05), a celui des souris miCK, dont le poids n’a pas

évolué avec I’age (Tableau 5 et Figure 28).

Cette augmentation de poids avec I'age chez les souris controles n’est cependant pas accompagnée
d’une augmentation de la masse musculaire squelettique. En effet, les poids du soleus, TA et EDL
(rapporté au poids de corps) ont, au contraire, diminué a 9 mois et 18 mois chez les souris contréles
(Tableau 5). Le poids du foie était lui aussi inférieur pour les souris contréles de 9 mois comparé aux
souris contrdles de 6 mois (p<0,001). Seul le poids du foie (valeurs absolues) et du cceur (valeurs
absolues) était supérieur a 18 mois pour les souris controles comparé aux souris controles de 9 mois

(p<0,05) pour le foie et aux souris de 6 mois (p<0,01) et 18 mois (p<0,01) pour le coeur.

Concernant les souris miCK, aucun changement avec I'dge n’a été détecté dans la masse musculaire
squelettique. Néanmoins, a I’age de 6 mois, le poids du foie et des muscles squelettiques soleus, TA et
EDL (rapporté au poids de corps) était plus faible chez les souris miCK que chez les souris contrdles du

méme age (foie: p<0,001, soleus: p<0,001, TA: p<0,05, EDL: p<0,05). Ces différences étant
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estompées avec I'avancée de I'dge par la diminution du poids de ces muscles squelettiques et du foie

chez les souris controles. D’autre part, le poids du coeur (valeurs absolues et valeurs rapportées au

poids de corps) était plus élevé chez les souris miCK de 18 mois que chez les souris miCK de 6 mois

(p<0,001) et 9 mois (p<0,001). A la différence des souris contréles de 18 mois, le poids du coeur

rapporté au poids de corps était lui aussi augmenté, devenant ainsi significativement supérieur pour

les souris miCK de 18 mois (p<0,05) (Tableau 5).

Tableau 5 : Données anatomiques des souris miCK et controles ayant été sacrifiées a 6, 9 et 18 mois.

Les moyennes sont exprimées avec les SEM. *p<0,05 versus le méme groupe a 6 mois;

S p<0,05 versus le méme groupe a 9 mois ; t p<0,05 versus le groupe contrdle au méme age (deux ou

trois symboles équivalent respectivement a p<0,01 et p<0,001).

Poids (g)

Ceeur (mg)

Ceeur / poids de corps
(mg/g)

Foie (mg)

Foie / poids de corps
(mg/g)

Soleus (mg)

Soleus / poids de corps
(mg/g)

TA (mg)

TA / poids de corps
(mg/g)

EDL (mg)

EDL / poids de corps
(mg/g)

Controles (n=12)

29,3+0,77

142,3+6,3

4,85 + 0,15

1510,9+£76,2

51,4+1,61

9,91+04

0,34 +0,01

46,1+1,33

1,58 £ 0,04

10,0£0,38

0,34 +0,01

6 mois

miCK (n=13)

31,3+0,88

139,4+3,34

4,47 +0,13

1329,4 £ 64,5

42,3+1,41 Tt

9,11+0,35

0,29 + 0,006 T+t

42,5+1,96

1,37+0,08 T

9,08 £ 0,37

0,29+0,015t

9 mois

Contréles (n=10)

31,9+0,97 *

150 + 5,27

4,72 +0,17

1349,7£70,5

42,2 +1,65 ***

9,310,34

0,29 £ 0,01 **

41,7 £ 2,46

1,31+0,08 **

9,13+0,42

0,29 + 0,013 **

miCK (n=13)

32,8+0,74

141+ 6,05

4,33+0,21

1477,2 £ 67,2

44,9 +1,32

9,45 +0,15

0,29 + 0,007

40,6 £ 1,58

1,24 £ 0,05

9,45 +0,42

0,29 + 0,012

18 mois

Controles (n=10)

40,2 +2,17 *** S8

182,4+ 8,1 ** $$

4,62 +0,23

1962,3+270,7 $

48,2+ 6,73

9,85+0,25

0,25+ 0,016 ***$

43,9+ 1,87

1,14 £ 0,1 ***

9,56 £ 0,47

0,24 £ 0,016 *** 5

miCK (n=9)

32,6+1,14 7t

1814 8,6 ***55$

5,56+ 0,2 *** $55 1

1711,1 £ 97,4 **

52,6 £2,57 **$

8,61+0,57

0,26 + 0,02

42,4+ 1,75

1,30+ 0,04

8,43 £ 0,66

0,26 + 0,02
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Figure 28 : Poids de toutes les souris miCK et contrdles ayant été pesées avant les tests triangulaires
de 6, 9 et 18 mois. Le nombre n de chaque groupe a 6 et 9 mois est donc supérieur que pour le
précédent tableau car une partie des souris seulement était sacrifiée a cet age. Contréles 6 mois
(n=31), miCK 6 mois (n=38), Contréles 9 mois (n=20), miCK 9 mois (n=26), Contréles 18 mois (n=11),
miCK 18 mois (n=11). ***p<0,001 versus le méme groupe a 6 mois ; $ p<0,05 versus le méme groupe

a 9 mois ; T p<0,05 versus le groupe controle au méme age.

MW Controles

50 O miCK
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2. Performances

Les performances ont été évaluées par la vitesse maximale atteinte V,eak (Figure 29ab) et par
le Temps limite (Figure 30ab). Aucune différence n’a été observée entre les groupes contrdles et miCK
en termes de performance, et cela a tout age. L’évolution de leur performance avec I'age était en effet
similaire. Nous avons ainsi observé un maintien de la vitesse maximale atteinte (Vpeak) €t du Temps
limite entre 6 et 9 mois chez ces deux groupes de souris. Néanmoins, une baisse de la performance a

18 mois a été observé chez ces deux groupes.

En effet, pour le test triangulaire a 0° d’inclinaison :

Vpeak a significativement diminuée entre 6 mois et 18 mois pour les souris controles (p<0,05) et miCK
(p<0,01) (Figure 29a). Il en est de méme pour le Temps limite, lequel diminue entre 6 et 18 mois pour
le groupe controle (p<0,05) et miCK (p<0,05) avec une diminution qui semble se produire

principalement entre 9 et 18 mois pour le groupe contréle (p<0,05) (Figure 30a).
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Pour le test triangulaire a 25° :

Vpeak a trés significativement diminuée entre 6 et 18 mois pour les groupes contréle (p<0,001) et miCK
(p<0,001), mais cette diminution semble étre principalement accentuée entre 9 et 18 mois pour les
deux groupes (contréle : p<0,05), miCK : p<0,01) (Figure 29b). La méme observation a été faite pour le
Temps limite du test a 25°, qui a été diminué entre 6 et 18 mois pour les groupes contréles (p<0,001)
et miCK (p<0,001) et plus particulierement entre 9 et 18 mois (contréle : p<0,01, miCK : p<0,01) (Figure

30b).

Figure 29: Vitesse maximale atteinte (Vpeak) lors des tests triangulaires a 0° (A) et a 25° (B)
d’inclinaison. Le nombre n de souris de chaque groupe est donné dans les tableaux correspondant. *
p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001 versus le méme groupe a 6 mois. $ p<0,05 ; $S p<0,01 versus le méme

groupe a 9 mois.
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Figure 30 : Temps limite réalisé lors des tests triangulaires a 0° d’inclinaison (A) et a 25° d’inclinaison
(B). Le nombre n de souris de chaque groupe est donné dans les tableaux correspondant. * p<0,05 ;

** p<0,01 ; *** p<0,001 versus le méme groupe a 6 mois. $ p<0,05 ; S$ p<0,01 versus le méme groupe

a 9 mois.
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3. Consommation maximale d’oxygéne (VO2max)

Tout comme pour la performance, aucun changement de VOamax N'a été observé chez les
groupes contrdle et miCK entre le 6°™ et le 9°™® mois. Cependant, a 18 mois, seul le groupe miCK a
montré une diminution du VO,may atteint lors des tests a 0° et a 25° d’inclinaison. A 0°, le groupe miCK
de 18 mois avait un VOamay significativement différent de celui des groupes miCK de 6 mois (p<0,001)
et de 9 mois (p<0,01) (Figure 31a). Bien que la significativité fit moindre pour le test 25° d’inclinaison,
le groupe miCK de 18 mois avait aussi un VOamax inférieur a celui du groupe de 6 mois (p<0,05) et du
groupe de 9 mois (p<0,05) (Figure 31b). Aucune baisse significative du VOzmax N’a été détecté pour le
groupe contrdle a 18 mois.
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D’autre part, aucune corrélation n’a été trouvée entre le VOamax atteint et la performance réalisée aux

différents tests.

Figure 31 : VO;max atteint lors des tests triangulaires a 0° d’inclinaison (A) et a 25° d’inclinaison (B).
Le nombre n de souris de chaque groupe est donné dans les tableaux correspondants. * p<0,05 ; **

p<0,01 ; *** p<0,001 versus le méme groupe a 6 mois. $ p<0,05 ; $S$ p<0,01 versus le méme groupe a

9 mois.
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Des résultats différents ont été observés concernant le temps passé a VOamax. Pour le test
triangulaire a 0° d’inclinaison, ce pourcentage de temps d’exercice pendant lequel les souris étaient a
VO:max SUivait la méme cinétique d’augmentation avec I'age chez les souris controles et miCK (Figure
32a) passant de 5,65% a 6 mois a 11,31% a 18 mois pour le groupe contréle (p<0,01), et passant de
6,13 a 11,97% pour le groupe miCK (p<0,01). A 9 mois I'augmentation n’était pas assez significative

chez le groupe contrdle (p=0,09) tandis qu’elle I'était pour le groupe miCK (p<0,05).
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Pour le test triangulaire a 25° d’inclinaison, le temps passé a VOamax suivait la méme cinétique pour le

groupe contréle, avec une augmentation significative de 6 a 9 mois (p<0,05) et de 6 a 18 mois (p<0,01).

Cependant, pour les souris miCK, aucun changement n’a été observé pour le temps passé a VOamax,

celui-ci étant dés 6 mois trés significativement supérieur a celui des souris controles (p<0,001) (Figure

32b).

Figure 32 : Pourcentage du temps passé a VOmax lors des tests triangulaires a 0° d’inclinaison (A) et

a 25° d’inclinaison (B). Le nombre n de souris de chaque groupe est donné dans les tableaux

correspondant. *p<0,05 ; **p<0,001 versus le méme groupe a 6 mois. TT1 p<0,001 versus le groupe

contréle au méme age.
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Afin de vérifier et compléter ces résultats, le temps d’atteinte du VOamax lors des tests
triangulaires a aussi été calculé. Celui-ci correspond au temps nécessaire aux souris pour atteindre leur
VO:max pendant le test. Les performances (Temps limite) des souris contréles et miCK étant similaires,
ce parametre est exprimé en secondes et non en pourcentage du temps d’exercice. Les données
exprimées en pourcentage du temps d’exercice donnaient les mémes résultats et significativités pour

les deux groupes.

Les résultats obtenus concordent avec ceux observés pour le temps passé a VO2max, montrant ainsi que
les souris ayant passé plus de temps a VO2amax, Ont aussi atteint ce VOamax plus rapidement. Pour le test
triangulaire a 0° d’inclinaison, aucune différence n’a été observée a 6, 9 et 18 mois entre le groupe
contrdle et le groupe miCK. Néanmoins, les souris miCK ont montré une diminution significative du
temps d’atteinte du VOzmax entre 6 mois et 9 mois (p<0,01) et entre 6 mois et 18 mois (p<0,01),

résultats n’ayant pas été observés chez les souris controles (Figure 33a).

Concernant le test triangulaire a 25° d’inclinaison, une différence significative était observée a 6 mois
entre les deux groupes contréle et miCK avec un temps d’atteinte a VO2zmax plus rapide chez les souris
miCK (p<0,05) a 6 mois. Chez ces souris miCK ce temps d’atteinte a VOamax @ par la suite diminué a 18
mois comparé au groupe de 6 mois (p<0,05). Pour les souris contrdles, la diminution du temps
d’atteinte a VOzmax @ €té observée dés I'dge de 9 mois (p<0,01). A 18 mois, une différence significative

était toujours observée par rapport au méme groupe contrdle de 6 mois (p<0,01) (Figure 33b).

Figure 33 : Temps d’atteinte a VO,max lors des tests triangulaires a 0° d’inclinaison (A) et a 25°
d’inclinaison (B). Le nombre n de souris de chaque groupe est donné dans les tableaux correspondants.

*p<0,05 ; **p<0,001 versus le méme groupe a 6 mois. T p<0,05 versus le groupe controle au méme

age.
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4, Lactatémie

Les valeurs de lactatémie mesurées 5 minutes aprés I'arrét de I'exercice n’ont pas changé chez

le groupe miCK au cours du vieillissement, que ce soit pour les tests a 0° d’inclinaison ou a 25°

d’inclinaison (Figure 34ab). Néanmoins, elle était significativement inférieure a la lactatémie des souris

controles a I’age de 9 mois (p<0,01) et de 18 mois (p<0,001) (Figure 34a). Ces différences sont dues a

I"augmentation de la lactatémie mesurée chez les souris contréles entre 6 et 9 mois (p<0,05), entre 6

et 18 mois (p<0,001) et entre 9 mois et 18 mois (p<0,05) (Figure 34a). Aucune différence significative

n’a été observée pour le test a 25° d’inclinaison (Figure 34b).

Figure 34 : Lactatémie mesurée 5 minutes aprés arrét de I’exercice lors des tests triangulaires a 0°

d’inclinaison (A) et a 25° d’inclinaison (B). Le nombre n de souris de chaque groupe est donné dans

les tableaux correspondants. * p<0,05 ; *** p<0,001 versus le méme groupe a 6 mois. $ p<0,05 versus

le méme groupe a 9 mois. t1 p<0,01 ; ¥t1 p<0,001 versus le groupe contrdle au méme age.
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Aucune corrélation entre la lactatémie et la performance n’a été observée, néanmoins une corrélation

entre la lactatémie mesurée 5 minutes post-exercice a 0° d’inclinaison et le poids des souris a été

trouvée (en prenant tous les tests réalisés a tout age). Corrélation donnant un r=0,59 (p<0,001) pour

les souris controles, un r=0,46 (p<0,001) pour les souris miCK, et un r=0,55 (p<0,001) pour toutes les

souris réunies (Figure 35).

Figure 35 : Corrélation entre la lactatémie mesurée 5 minutes post-exercice et le poids des souris

lors des tests a 0° d’inclinaison quel que soit I’age. Nombre n de souris : 130.
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5. Discussion

A ce jour, un certain nombre d’études se sont intéressées aux souris déficientes pour I'enzyme
de la créatine kinase, afin de comprendre les mécanismes et impacts de cette délétion et leurs
contributions a la sarcopénie et a la détérioration du métabolisme énergétique au cours du
vieillissement. Bien qu’une diminution de la capacité explosive, de la force, du transport de calcium
ainsi que de nombreuses adaptations architecturales ait été détectée chez les souris Double-KO (miCK
et MMCK) et chez les souris MMCK (cf. contexte), trés peu de résultats concluants ont été obtenus
chez les souris déficientes a la mi-CK, et aucune étude n’a étudié les capacités physiques et
respiratoires de ces souris au cours du vieillissement. L'objectif de notre étude était donc d’évaluer les
capacités physiques et physiologiques de ces souris déficientes a la CK mitochondriale (mi-CK) et d’en

approfondir nos connaissances dans les mécanismes d’adaptation au cours de I'age.

Les résultats obtenus montrent des différences morphologiques importantes au niveau du poids
corporel et des muscles squelettiques entre le groupe controle et le groupe miCK, ainsi que des
différences au niveau de la lactatémie. En revanche, aucune différence dans les performances n’a été
observée, bien que I'on ait montré une réduction du VO;max @ 18 mois chez les miCK, ainsi qu’un temps
d’atteinte et un temps passé a VOzmax plus élevé chez les jeunes souris miCK lors du test pratiqué sur

tapis incliné a 25°.

Evolution du poids de corps :

Les analyses anatomiques montrent des différences au niveau du poids du corps
principalement. En effet, seul le poids total des souris sauvages a augmenté avec |'adge, tandis que le
poids des souris miCK n’a pas été modifié entre 6 et 18 mois, devenant significativement inférieur au
poids des souris controles a 18 mois. Cette différence de poids de corps peut s’expliquer par une
augmentation de la masse graisseuse chez les souris contréles avec I'age, comme nous le montre la
diminution du poids des muscles squelettiques rapporté au poids du corps chez les souris contrdles
uniquement. La méme différence se retrouve d’ailleurs pour le coeur, dont le poids en valeur absolue
augmente avec |'age chez les deux groupes mais se retrouve uniqguement augmenté chez le groupe
miCK lorsqu’il est rapporté au poids de corps. Cette augmentation du ratio masse graisseuse/masse
musculaire chez le rongeur ou méme I'"homme avec I'adge est aujourd’hui bien connue (Figueiredo
2009, Houtkooper 2011, Flack 2011, Mitchell 2012), cependant aucune étude n’avait encore montré
que le poids de corps de souris déficientes a la créatine kinase mitochondriale ne variait pas avec 'age

et que seul le cceur et le foie voyaient leur poids augmenter avec I'age, que ce soit en valeur absolue
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ou rapportée au poids de corps. Une explication a ce phénomeéne que nous pouvons avancer serait
une utilisation plus accrue du métabolisme oxydatif chez les souris miCK, qui, de fait, utiliseraient

davantage les acides gras comme substrat énergétique, limitant ainsi la prise de poids.

L’hypertrophie cardiaque, relative au poids de corps, observée avec I'age chez les souris miCK pourrait
étre expliquée par une hypertrophie habituellement existante avec I’age chez les souris sauvages (Dai
et Rabinovitch 2009), mais non accompagnée d’une prise de masse graisseuse. Le poids du muscle
cardiaque rapporté au poids du corps devenant par conséquent supérieur chez les souris miCK a I'age
de 18 mois uniquement. Des études n’ont d’ailleurs observé aucune hypertrophie cardiaque chez les
souris miCK a 7 mois et jusqu’a 1 ans d’age (Spindler 2002, Lygate 2009), indiquant que cette
hypertrophie cardiaque serait principalement due a I'age avancé. Toutefois ces observations restent
discutables. En effet, une étude de Nahrendorf en 2005 a montré qu’une déficience de mi-CK chez des
souris de 9-10 mois induisait une hypertrophie cardiaque, expliquant que les dysfonctions de
I’'homéostasie énergétique (telle qu’une déficience de mi-CK) pourraient engendrer des mécanismes
provoquant une hypertrophie cardiaque. Les causes et processus de cette hypertrophie restent encore
a élucider (Nahrendorf 2005). Des études et analyses supplémentaires (impact des ROS, homéostasie
calcique...) sont nécessaires afin d’évaluer si I’hypertrophie cardiaque observée chez nos souris miCK
de 18 mois est due a hypertrophie naturelle additionnée a une non-prise de masse graisseuse, ou a la

déficience de mi-CK.

Des performances maintenues :

Jusqu’a aujourd’hui, aucune étude n’a montré de différence au niveau des performances a
I’exercice entre les souris miCK et les souris sauvages (Steeghs 1997, Miotto et Holloway 2016). Notre
étude, ne montrant aucune différence a tout age entre les souris miCK et controles lors des tests
d’intensité modérée et élevée est en accord avec ces observations. De méme, une diminution des
performances a été observée chez les souris agées (18 mois) miCK et contréles, et bien que cet age ne
soit pas encore un age sénescent, ces diminutions concordent avec les études transversales ou
longitudinales (Schefer 1996, McMahon 2014, McMullan 2016, Soffe 2016). Ces résultats montrent
gue des adaptations se produisent chez les souris miCK permettant de compenser cette perte de flux
énergétique normalement effectué par les navettes PCr/Cr, en accord avec les études ayant testées
les capacités physiques et contractiles de souris miCK (Steeghs 1997, Miotto et Holloway 2016).
Cependant, les mécanismes précis de ces adaptations ne sont pas encore établis. Nos futures analyses
métabolomiques et protéiques (MCT, CS, VDAC,...) pourront srement éclaircir certains de ces

mécanismes.
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Consommation d’oxygéne :

Concernant le débit maximal d’oxygene (VOamax), il apparait une différence importante dans le
temps passé a VOamax lors des tests d’intensité élevée (25° d’inclinaison) a 6 mois entre le groupe
contrdle et le groupe miCK. En effet, les souris miCK passeraient ainsi plus de temps a VOzmax que les
souris controles, en atteignant plus rapidement leur valeur maximale de VO2max pour cet exercice. Une
explication a ces observations pourrait étre due a une des rares adaptations actuellement observée a
I’exercice chez les souris miCK : I'augmentation de la sensibilité a 'ADP indépendante de la créatine
(Cr). En effet, Miotto et Holloway ont trés récemment montré que le transfert de phosphate Cr-
dépendant (utilisant la navette PCr/Cr et donc mi-CK) n’était pas indispensable a la contraction
musculaire et a la fourniture en ADP a la mitochondrie. Ills expliquent ainsi que d’autres processus
encore peu connus et sous-estimés permettraient I'augmentation du transport d’ADP vers la
mitochondrie sans présence de mi-CK. Ces mécanismes compensatoires agiraient en augmentant la
sensibilité des transporteurs membranaires a I’ADP (VDAC et ANT), permettant ainsi une maximisation
du métabolisme aérobie en stimulant Iutilisation de la phosphorylation oxydative (Hood 2001, Miotto
et Holloway 2016). L'augmentation de la sensibilité a I’ADP au niveau mitochondrial engendre en effet
une augmentation de la dépendance au métabolisme aérobie et réduit 'utilisation de la glycolyse et
la production de lactate (Dudley 1987, Miotto et Holloway 2016). Ainsi, cette augmentation de la
sensibilité a I’ADP au niveau des transporteurs mitochondriaux (VDAC et ANT) stimulerait
principalement [’'utilisation de la phosphorylation oxydative aux dépens de la glycolyse. Cela
favoriserait ainsi I'oxydation des acides gras et pourrait expliquer le pourcentage d’utilisation plus
important du métabolisme oxydatif chez les souris miCK de 6 mois. Une augmentation du contenu
mitochondrial et des enzymes intervenant dans le métabolisme aérobie a d’ailleurs été observée chez
les souris miCK (Kaasik 2003, Vaarman 2008), bien que toutes les études ne soient pas en accord avec
cela (Steeghs 1997, Veld 2005). Des futures mesures de I’activité de la carnitine, un co-facteur essentiel
au transport des acides gras a longue chaine du cytosol vers la mitochondrie pourrait apporter des

éléments de réponse a cette hypothese (Stephens et Galloway 2013).

Cependant, Veld et al. 2005 ont observé une diminution de la sensibilité a I’ADP au niveau des
mitochondries de souris miCK, mais ces mesures étaient réalisées sans exercice (Veld 2005). Miotto et
Holloway précisent que cette augmentation de la sensibilité a ’ADP n’est effective que lors d’exercice
et non au repos, et que I'augmentation du travail des transporteurs VDAC et ANT ne s’activerait que
lors d’exercice intense (Miotto et Holloway 2016). Cela pourrait ainsi expliquer pourquoi ces résultats
ont été observés pour les tests a 25° d’inclinaison et non a 0°. Enfin, cette différence pour le temps
passé a VO2max entre les deux groupes s’estompe avec I'age. Cela serait possiblement d{ a la transition

naturelle des fibres de type rapides vers les fibres de type lentes que I'on observe chez les souris saines
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(groupe contréle) au cours du vieillissement (Verdijk 2007, Mitchell 2012, Miljkovic 2015, Sayed 2016),
engendrant une transition d’un métabolisme glycolytique vers un métabolisme plus oxydatif, ce qui

coinciderait avec la diminution des performances maximales observées a 18 mois.

L'atteinte plus rapide du VOzmax et le temps passé a VOamax Supérieur chez les souris miCK
(principalement a 6 mois) pourrait indiquer que le métabolisme oxydatif atteint son fonctionnement
maximal (« plein régime ») plus rapidement a I'exercice chez les souris miCK, dénotant encore une fois
un possible métabolisme oxydatif majoritairement utilisé et plus rapidement stimulé lors d’exercice
intense (25° d’inclinaison). Il se pourrait aussi que le métabolisme glycolytique soit moins stimulé du
fait de la possible augmentation de la sensibilité a I’ADP expliquée précédemment (Miotto et Holloway

2016).

Paradoxalement, aucune différence pour le VOamax atteint n’a été observée entre les deux
groupes de souris a 6 et 9 mois, et c’est par ailleurs une baisse du VOamax qui est observée chez les
souris miCK a 18mois, sans toutefois étre significativement différente des souris controles. Cette non-
augmentation du VOamax cOmparée aux souris contréles n’est cependant pas incompatible avec une
augmentation du métabolisme oxydatif chez les souris miCK, la disponibilité en oxygene n’étant pas
forcément le facteur limitant du métabolisme oxydatif (Layec 2013) et de la performance (Fitzgerald
2016). Aucune corrélation entre la consommation maximale d’oxygene et la performance n’a d’ailleurs

été trouvée.

Lactatémie :

Les résultats de lactatémie montrent une différence importante entre les deux groupes a 9 et
18 mois pour les tests a 0° d’inclinaison, notamment due a une augmentation de la lactatémie chez le
groupe contrble. Cette lactatémie mesurée 5 min post-exercice ne semble pas étre la lactatémie
maximale pouvant étre atteinte chez le groupe 6 et 9 mois. En effet, comme nous I'avons vu
précédemment, la lactatémie maximale pouvant étre atteinte diminue avec I'age (lzquierdo 2001,
Hepple 2003, Korhonen 2005, Masuda 2009). Or, nous remarquons une augmentation de la lactatémie
chez le groupe contréle avec I'age. Cela laisse a penser que la lactatémie n’est pas un facteur limitant
chez les souris controles de 6 et 9 mois a 0° d’inclinaison. En revanche, nous avons aussi vu que pour
une méme intensité absolue d’exercice, les sujets agés accumulaient plus de lactate sanguin, car
stimulaient plus rapidement la glycolyse (Fitts 1984, lzquierdo 2001). Cela serait en accord avec nos
travaux montrant que méme si l'intensité maximale atteinte n’a pas été modifiée entre 6 et 9 mois, la

lactatémie a cette intensité a augmenté. Il en est de méme pour les souris contrdles de 18 mois dont
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I'intensité maximale atteinte est inférieure a celle de 6 et 9 mois mais avec une lactatémie supérieure,

montrant une utilisation plus importante de la glycolyse pour les souris contréles a 9 et 18 mois.

Concernant les souris miCK, aucune différence n’a été trouvée entre les différents groupes d’age,
suggérant une évolution différente avec le vieillissement quant a I'accumulation de lactate et
I'utilisation de la glycolyse anaérobie. Encore une fois, cette accumulation de lactate sanguin moins
importante chez les souris miCK pourrait suggérer une utilisation moins importante du métabolisme
anaérobie au profit du métabolisme aérobie (Marsh 1999, Izquierdo 2001, Masuda 2009), les
performances ayant été maintenues chez les souris miCK comparées aux souris contréles. Cela
concorde avec notre précédente analyse suggérant une stimulation plus importante de la
phosphorylation oxydative aux dépens de la glycolyse chez les souris miCK. Une autre possibilité
pourrait étre que le lactate formé serait plus rapidement utilisé comme substrat dans les fibres de type
oxydatives grace a une augmentation du nombre de transporteur MCT1 ou du ratio LDH-H/LDH-M
comme il a été observé chez les souris Double-KO (Momken 2005), suggérant la aussi un métabolisme
oxydatif dominant. LDH-H étant I'isoforme de la lactate déshydrogénase utilisant le lactate comme
source d’énergie pour le métabolisme aérobie, tandis que I'isoforme LDH-M forme le lactate lors de la

glycolyse anaérobie.

Le poids pourrait étre un facteur a prendre en compte. Celui-ci suit en effet la méme cinétique
d’augmentation que la lactatémie avec I'age chez les souris controles et miCK. La corrélation entre ces
deux parametres n’exprime pas forcément une cause a effet, mais il est a prendre en considération. Il
est ainsi possible que le poids des souris contréles augmentant (sans toutefois augmenter leur masse
musculaire), engendrerait un travail plus important en intensité pour ces souris avec I'avancée de I'age,
ce qui ne serait pas le cas pour les souris miCK gardant un ratio masse grasse/masse musculaire égal a
tout age, tout comme leur lactatémie. Cependant ce résultat n’a pas été retrouvé pour le test a 25°.
En effet, aucune différence n’a été observée entre les groupes pour le test a 25° d’inclinaison,
suggérant que l'intensité plus élevée de cet exercice augmente de facon plus importante
I'accumulation de lactate chez les jeunes souris contrbles atteignant ainsi leur possible lactatémie
maximale a 6 et 9 mois. Il en serait de méme avec les souris miCK n’ayant plus de différence avec les

souris controles.
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6. Conclusion et perspectives

Finalement, les résultats de cette étude montrent que I'homéostasie énergétique est
maintenue chez les souris miCK, pour les intensités modérées comme pour les intensités élevées
d’exercice, et cela méme au cours du vieillissement. Alors que cette mutation mitochondriale, altérant
les mécanismes de fourniture énergétique par la mitochondrie, aurait pu induire une utilisation
accentuée du métabolisme glycolytique, les résultats observés sont tout autres. Il semblerait en effet
gu’il y ait une plus importante utilisation du métabolisme oxydatif chez les souris miCK a tout age,
limitant le gain de masse grasse au cours du vieillissement et diminuant I'accumulation de lactatémie.
Cependant, aucune observation de transition d’'une typologie musculaire des fibres rapides vers les
fibres lentes n’a encore été observée chez les souris miCK (Steeghs 1998). De plus, bien que le
métabolisme oxydatif semble plus utilisé chez les souris miCK, le VOmax N"augmente pas et va méme

jusqu’a diminuer avec I'age.

Pour la premiere fois, les capacités physiques et physiologiques de souris déficientes a la créatine
kinase mitochondriale ont été mesurées au cours du vieillissement, mais de nombreuses analyses sont
nécessaires afin d’évaluer au mieux les adaptations observées et d’en comprendre les mécanismes

responsables.

Afin de détecter une possible transition du métabolisme glycolytique vers un métabolisme oxydatif, il
semble nécessaire de réaliser des analyses sur le contenu mitochondrial (citrate synthase), le
fonctionnement qualitatif de la respiration mitochondriale (ROS et activité des différents complexes),
I’expression des différents isotopes de LDH et des transporteurs de lactate MCT, ainsi que sur la
typologie musculaire. L'étude des transporteurs mitochondriaux ANT et VDAC et de l'influence des
autres voies de transfert d’énergie (telle que la navette AK) apporterait aussi des réponses, ces
mécanismes étant récemment montrés comme des possibles voies de remplacement en cas
d’inhibition de la navette PCr-Cr pour les transferts énergétiques (Dzeja 2011, Yaniv 2013, Miotto et
Holloway 2016). De méme, il serait utile d’étudier I'architecture cellulaire, afin de déterminer s’il existe
un rapprochement des mitochondries vers les sites d’utilisation de I'énergie, comme ce qui est observé
chez les Double-KO et les MMCK (Kaasik 2003, Novotova 2006, Wallimann 2015), ou un
rapprochement de I'isoforme cytosolique de la créatine kinase (MM-CK) vers la membrane extérieure
de la mitochondrie (Boehm 1998). Enfin, les analyses métabolomiques qui sont actuellement en cours
nous offriront des informations supplémentaires sur I'ensemble de I'organisme (catabolisme,

anabolisme...).
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. DISCUSSION GENERALE

Le vieillissement est accompagné de nombreuses modifications physiologiques et biologiques
menant notamment a une diminution des capacités physiques et rendant I'individu agé davantage
dépendant. Cette baisse d’autonomie est devenue un important enjeu de santé publique et les
recherches se portent aujourd’hui majoritairement vers une amélioration de I'espérance de vie sans
incapacité plutét que vers une augmentation de la durée maximale de vie. Dans ce contexte, I'activité
physique est utilisée comme moyen pour compenser le déclin des performances physiques avec I'age,
mais est aussi, depuis peu (loi santé de mars 2017), considérée comme solution thérapeutique non
médicamenteuse face a certaines maladies de longues durées (diabéte, cancer, la sclérose en plaque,
AVCinvalidant...). Cependant, I’efficacité de I’activité physique face au déclin de I'organisme vieillissant

dépend de chaque individu et du contenu des protocoles d’entrainement.

Concernant le vieillissement, il est difficile de mettre en place des protocoles d’entrainement adaptés,
du fait des nombreux paradoxes existants. En effet, la sarcopénie, qui est la diminution de la masse et
de la force musculaire avec I'dge, pourrait en parti étre compensée par des entrainements en
force/résistance efficaces dans ce domaine, mais ceux-ci, utilisant des charges de masse importante,
peuvent étre traumatisants pour les articulations. De la méme fagon, les entrailnements en endurance
pourraient étre un bon moyen de faire face aux maladies cardiovasculaires et d’améliorer les capacités
oxydatives musculaires ainsi que le VO2max, mais ne stimuleraient pas, voir inhiberaient la prise de
masse musculaire, et serait sur beaucoup de points, moins efficient que des entrainements utilisant
des intensités d’exercice plus élevées. Face a ces constats, des entrainements en endurance utilisant
de hautes intensités d’exercice ont été testés et ont fait leurs preuves chez les sportifs et les sujets
jeunes a adultes. Ils se nomment « entrainements en intervalles ou HIT (High Intensity Interval
Training) ». Ces entrainements semblent effectivement plus efficients que les entrainements en
endurance continus et permettraient une possible hypertrophie musculaire. Néanmoins, ils se basent
sur des atteintes de vitesses/puissances élevées sur un temps trés court, les rendant peu adaptés aux

personnes agées.

La recherche se devait donc d’explorer la possibilité d’élaborer un protocole d’entrainement physique
alternatif qui exploite au mieux les avantages des entrainements en endurance et des entrainements
en intensité tout en minimisant leurs effets négatifs respectifs. Le but recherché étant toujours le
méme : augmenter la qualité de vie des sujets agés par une action globale au niveau des métabolismes

énergétiques.

Cette these apporte sa contribution a cette recherche au travers d’une recherche bibliographique et

de travaux expérimentaux.
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La premiere partie de ces travaux expérimentaux visent a mieux connaitre les effets d’un nouveau
protocole d’entrainement basé sur I'accélération chez les souris agées. Le choix du modele souris
répond a la nécessité de procéder a des tests de performance physique et physiologique assortis
d’analyses invasives. Quant au choix de I'entrainement en accélération, il résulte du constat que les
variations de vitesse/puissance permettent des adaptations métaboliques variées, et que les vitesses
maximales sont atteintes progressivement au cours des exercices tout en étant sont fixées par les
capacités du sujet. Les deux études de notre laboratoire (Article 1 et 3) apportent des conclusions
positives quant a I'utilité de ce programme d’entrainement en accélération. En effet, en plus d’'une
amélioration importante des performances, ce type d’entrainement permettrait de stimuler
I'ensemble des métabolismes aérobie et anaérobie, et cela avec un volume d’entrainement trés faible.
Cing séances d’entrainement en accélération ont a elles seules amélioré les performances des souris
agées d’'un point de vue physiologique et intégratif. De plus, il semblerait qu’avec un temps
d’entrainement plus long (8 semaines), les adaptations cardio-respiratoires et 'augmentation de la
masse musculaire, que nous avons suggéré dans cette premiere étude, soient vérifiées par I'article de
Launay et al 2017 (Article 3). Et bien que 8 semaines d’entrainement rejoignent les temps
d’entrainement longs actuellement existants, les sessions d’exercice ne se réalisent que 2 fois par
semaine, ce qui réduit considérablement la pénibilité du travail et augmente le temps de récupération,
parameétres importants chez les sujets agés. Par ailleurs, I'efficience de ce type d’entrainement est
accentuée par le protocole lui-méme qui est moins brusque et moins traumatisant que les protocoles

en intervalle et en force et plus motivant que les entralnements continus en endurance.

Toutefois, la comparaison entre deux protocoles d’entrainement non équivalents en termes de charge
de travail reste délicate. A notre décharge, le protocole d’entrainement en endurance en continu ne
pouvait s’effectuer sur moins de 4 semaines qui est la durée minimale pour espérer voir les effets de
ce type d’entrainement et un temps d’entrainement plus long (pour le groupe endurance) aurait
engendré une différence d’age trop importante entre les souris des différents groupes. Par ailleurs,
I’'objectif de cette étude étant de vérifier I'hypothese selon laquelle I’entrainement en accélération
était bénéfique sur un tres court terme (moins de 2 semaines avec tres peu de séances par semaine),
il n’était pas envisageable de porter le temps d’entrainement en accélération a plus de 2 semaines.
Mais rappelons que des tests triangulaires ont quand méme été réalisés aprés 2 semaines
d’entrainement chez le groupe endurance permettant ainsi de noter que des différences physiques et

physiologiques était déja présentes a ce moment.

Dans un deuxiéme temps, au vu de nos résultats concernant la créatine kinase et I'adénylate
kinase (activités enzymatiques plus élevées chez les souris entrainées en accélération) et devant

I'importance du réle joué par les flux énergétiques lors des exercices et au cours du vieillissement,
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nous nous sommes intéressés aux voies de transfert de I'énergie. En effet, les différentes voies de
phosphotransfert relient les différents métabolismes les uns aux autres, régulant et impactant
I’'homéostasie énergétique en cas de délétion ou de dégradation. La principale voie utilisée a I'exercice
et lors de la récupération est celle faisant intervenir la créatine kinase mitochondriale.
Malheureusement, il n’existe a ce jour que peu de recherche et trop peu de consensus concernant
I’évolution de cette enzyme avec I'age et I'impact de son altération sur I'organisme. Nos résultats,
obtenus par tests triangulaires sur tapis roulant aux ages de 6, 9 et 18 mois, bien qu’encore incomplets,
suggerent que le métabolisme oxydatif est majoritairement utilisé chez les souris déficientes a la mi-
CK, que ce soit lors de I'exercice (lactatémie diminuée, temps passé a VOzmax augmenté) ou au niveau
anatomique (masse graisseuse moins importante). Une utilisation majoritaire du métabolisme
lipidique chez les souris miCK serait une explication plausible a la plupart des résultats que nous avons
obtenus, et qui se traduisent par la stabilité du poids au cours du vieillissement et une diminution de
I'utilisation du métabolisme glycolytique. Des tests basés sur les performances anaérobies ou sur la
force pourraient nous aider a compléter ces observations. Quoi qu’il en soit, ces résultats indiquent
des adaptabilités de I'organisme en réponse a I'altération des navettes PCr/CK, leurs activités semblant
elles-mémes diminuées naturellement avec I'dge et pouvant étre une cause de la perte des capacités

physiques pour les activités intenses chez les personnes agées et réduisant ainsi leur autonomie.

La compréhension des mécanismes régissant les flux énergétiques et de leur importance sur les
capacités physiques au cours du vieillissement permettrait de mieux concevoir les futurs protocoles
d’entrainement, aujourd’hui considérés comme outils thérapeutiques, notamment chez les personnes

agées ou malades.

V. PERSPECTIVES

De nombreuses questions restent en suspens et de nombreuses ouvertures sont possibles
suites a ces recherches. La priorité se portera en premier lieu sur les analyses complémentaires que
suggerent notre deuxieme étude portant sur les souris miCK. En effet, bon nombre d’hypothéses ont
été avancées, telles qu’une transition d’'un métabolisme glycolytique vers un métabolisme plus
oxydatif, avec une augmentation de la sensibilité a I’ADP, une augmentation des transporteurs MCT1,
une transition phénotypique, ou encore un rapprochement des mitochondries vers les sites
d’utilisations de I’énergie. Analyser la typologie musculaire, mesurer I'activité enzymatique de la
citrate synthase ou des différents isoformes de lactate déshydrogénase (LDH-H et LDH-M) ainsi que

I’étude de I'activité des transporteurs MCT, ANT ou VDAC ou de la carnitine permettrait d’apporter
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certains éléments de réponse a nos hypothéses. De méme, les analyses métabolomiques des urines et
du sang récoltées seront réalisées trés prochainement, apportant de nombreux et divers indices sur
les différences d’activité métabolique. Enfin, il faudra compléter les données manquantes concernant
les souris femelles (sauvages uniqguement) et les analyser afin de les comparer aux résultats fournis

par les souris males.

En termes de protocole, plusieurs modifications peuvent étre apportées/testées. Dans le cas de I'étude
sur I'entrainement en accélération, une comparaison avec un entrainement en force/résistance
pourrait étre intéressante afin d’évaluer la capacité de ce nouveau type d’entrainement basé sur
I’accélération, a augmenter la masse et la force musculaire. De méme, une modification des intensités
d’accélération permettrait d’évaluer si la plus importante amélioration des performances lors de
I’entrainement s’effectue toujours sur la seconde accélération (accélération modérée, ici 6 m.min).

D’autre part, si l’accélération semble efficace, qu’en est-il de I'exercice de décélération ?

In fine, I'objectif étant d’utiliser ce programme chez des personnes agées, il ne faut pas perdre de vue

son expérimentation sur I'étre humain.

Toujours au niveau du protocole, mais en rapport cette fois avec I'étude sur les souris miCK, il serait
intéressant de tester ces souris sur divers protocoles d’entrainement, tels que I'accélération ou
I’entrainement en force, afin d’évaluer en termes de performance si notre raisonnement concernant
la transition du métabolisme glycolytique vers oxydatif est correct. Une étude sur la récupération post-
exercice chez les souris miCK pourrait aussi apporter de nombreuses réponses, la navette PCr/CK étant

normalement trés active en phase de récupération.

Enfin, un point trés important, qui a été soulevé dans la premiére étude mais trés peu détaillé par
manque de mesures, est I'analyse du stress oxydant. Celui-ci étant au cceur des théories du
vieillissement, il doit a I'avenir étre un parametre étudié, tant au niveau de I'activité des ROS que des

antioxydants.
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ANNEXE 1

Réaliser le tampon d’homogénéisation ci-dessous :

Protocole d’homogénéisation des tissus

Produit PM Concentration Préparer Pour 500 ml
HEPES 238.3 5mM 1.191 mg.ml? 595.75 mg
EGTA 380.4 1mM 0.3804 mg.ml? 190.2 mg
Triton X100 Pure 0.1% 0.1% / 100ml 0.5 ml
DTT 154.2 1mM 0.1542 mg.ml? 77.1mg
KOH 10N pH 8.7

(Garder dans de la glace)

- Peser sans décongeler X mg (environ 10mg) de tissus en enlevant, si possible, les tendons.

- Prendre ce qu’il faut de tissus frais et y ajouter :

X mg de tissu x 19 en volume (uL) de Tp d’homogénéisation. (ou x 49 si peu de tissus*)
(Attention X doit étre tout de méme proche entre chaque tissu)

*NB : j’ai personnellement broyé dans 49 fois le poids car si I’'on prend seulement 10mg de muscle
nous n’avons pas assez d’homogénat pour broyer convenablement

- Broyer le muscle a I'aide : de Potters ou du polythron (dans notre cas : potters) tout en
laissant les potters dans la glace.

- Marquer et ranger a -80°C I'homogénat obtenu.
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ANNEXE 2

Protocole de mesure de I’activité enzymatique de la CS

Dosage :

- Allumer le Bain-marie pour 37°C (Vérifier le branchement de la pompe)
- Allumer spectrometre et logiciel PC

Préparation des différents tampons :

Tris :
Dissoudre 3.0275 g dans 250ml d’eau distillée, et utiliser HCL pour obtenir un pH de 8.3.
(Garder au réfrigérateur)

DTNB :

Dissoudre 3.96 mg dans 10 ml du tampon Tris.
(Garder dans un tube ou boite sombre au réfrigérateur 2 semaines maximum)

Acetyl CoA:

Dissoudre 3.1 mg dans 1 ml d’eau distillée, soit pour les tubes de 5 mg, rajouter : 1.6 ml.
(Garder a -20°C et de préférence I'utiliser le jour méme)

Oxaloacetate :
Dissoudre 13.2 mg dans 10 ml de tampon Tris.
(A utiliser le jour méme)

Attention :

Avant de préparer ces solutions, CALCULER LES QUANTITES NECESSAIRES.

Il faut donc savoir que pour 1 cuve (de spectro) de 1 mlil y aura :

- 20 ul d’homogénat (plutét 10 ul pour le cceur) = valeur a tester prélablement
- 60 ulL d’'OAA
- 920 uL de tampon Tris-DTNB-CoA : (ou 930 ulL si cceur par exemple) contenant :
o 640 ul de Tris (ou plus si cceur)
o 100 ulL de DTNB
o 160 ul d’Acetyl CoA
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Calculer ensuite la quantité voulue en multipliant par le nombre de mesures a réaliser.

Penser a doubler/tripler si 'on veut faire des duplicats/triplicats pour chaque échantillon et prendre
10% de sireté.

Préparer donc le tampon Tris-DTNB-CoA avec comme ratio :

- 640 ulL de Tris x (nombre de mesures)
- 100 uL de DTNB x (nombre de mesures)
- 160 uL d’Acetyl CoA x (nombre de mesures)

Laisser I'Oxeloacetate seul

Sortir les homogénats et les laisser se « réchauffer » doucement dans la glace

Spectromeétre :

- Allumer le logiciel UVProbe (vérifier la notification « PC control » sur le spectro)
- Aller sur [Kinectics]
- Cliguer sur [Connect]
- Réaliser le [Cell Blank] avec de I'eau distillée ou avec rien dans les cuvettes
- Aller dans [Methods] = [M] et rentrer les paramétres :

o Single wavelength =412 nm

o Total time = Temps maximal d’enregistrement en second (prendre large)

o =2 click OK
- Mettre cuvette témoin (Tampon Tris-DTNB-CoA) dans cuvette du haut
- Mettre échantillon (Tampon T-D-C + Homogénat) dans cuvette du bas)
- Faire la Baseline en remplissant :

o Start =412 (valeur voulue) et End = 402 (automatique ?)
- [START] = laisser 4 min
- A 240 seconde : [PAUSE]

- Ajouter OAA en pipetant plusieurs fois pour mélanger (ne pas oublier le capuchon)

- Refermer et rapidement cliquer sur [RESUME] = laisser 4 min (ou moins suivant la courbe)
- [STOP]
- Sauvegarder

NB : pour avoir le tableau récapitulatif cliquer sur Activity Table [/A] et le copié collé dans une feuille
Excel pour pouvoir I'utiliser sur un autre ordinateur.
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ANNEXE 3

Protocole de mesure de I’activité enzymatique de la LDH

Préparer les différentes solutions :

X . Pour Pour Pour
Produit PM Concentration
100mL 500mL 1L
K2HPO4 174.18 34.1mM 592 mg 2.96¢g 592¢g
KH2PO4 136.09 7.35mM 100 mg 05g lg
Sodium
110 0.63 mM 6.89 mg 34.45 mg 68.9 mg
pyruvate
KCL pH=7.5
A part : Pour1mL | Pour2mL | Pour 3 mL
NADHNA2 709.4 12.4 mM 8.79 mg 17.58 mg 26.37 mg
NAHCO3
(bicarbonate 84.01 0.12 mM 10 mg 20 mg 30 mg
de soude)

Procédure :

NB :

Allumer le Bain-marie a 30°C et le spectro (longueur d’onde = 340 nm)

Préparer le mélange NADHNA2 / NAHCO3 (prévoir pour la journée !)
Mettre le Tampon LDH au BM 30°C
Mettre 3 mL de tampon LDH dans la cuve « Témoin » (on le garde toute la manip.)
Mettre 3 mL de tampon LDH + 50uL NADH/NAHCO3 dans cuve « échantillon »

- Bien mélanger !

Faire la baseline (environ 2 minutes, si nécessaire : 4min)

PAUSE

Mettre 20 pL d’échantillon (ou plus suivant dilution et les tests préalable)

- Bien mélanger !

RE-START (environ 4 min ou plus suivant la pente)
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- Pente descendante, plus rapide pour le cceur (donc plus diluer les échantillons)

- Ex:Cceur dilué au 5™, quadri dilué au demi.

Ce qu’il y a dans une cuve « échantillon » :

Cuve « échantillon » de 4 mL

K2HPO4 + KH2PO4

3mL (Appelé Tampon LDH)
+ Na pyruvate (pH 7.5)
NADHNA2 + NAHCO3 50 pL A refaire chaque jour
Echantillon 20 uL

= A tester en fonction de la dilution
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ANNEXE 4

Protocole de mesure de I’activité enzymatique de la CK et de I’AK

Préparation des solutions :

Produit Référence PM Concentrat® Pour 1 mL Pour 500 mL
HEPES H3375 238.3 20mM 4.766 mg 2.383¢g
Mg Acetate M2545 214.5 5mM 1.072 mg 536 mg
DTT
D0632 154.2 0.5 mM 0.0771 mg 38.55mg

(Dithiothréitol)

Glucose G7021 180 20 mM 3.6mg 18¢g
ADP A5285 (?) 501.32 1.2 mM 0.6016 mg 300.8 mg
NADP NO505 765.39 0.6 mM 0.4592 mg 229.6 mg
NAOH pH=7.4 3 30°C

Dans Pour le Dans 5 mL

Apart: (*) ;

flacon : mélange : de tp CK-AK :
Hexokinase H5625 10kU 5U/mL 1U/mL 3uL
G6PDH G7750 2kU 2 U/mL 1U/mL 55uL
PCr P7936 255.1 500 mM 127.55 mg

(*) : En rajoutant 2mL pour I’'Hexokinase et 1mL pour GD6PDH d’eau déminéralisée !

Procédure :

e Allumer le bain-marie du spectro a 30°C. Vérifier niveau d’eau et que la pompe soit bien
branchée.

e Allumer le spectro et régler la longueur d’onde a 340 nm

e Faire le blanc

e Préparer 5mL de tampon CK-AK + 3uL d’Hexokinase + 5.5uL de G6PDH (suivant dilution)
- Bien mélanger !
- Garder le tampon, I’'Hexo et G6 dans de la glace.

e Mettre 1mL dans cuve témoin et 1mL dans cuve échantillon.
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e BASELINE 4 ou 5 min pour que les cuves atteignent les 30°C
- (Pendant ce temps préparer le prochain mélange de tampon CK-AK + Hexo +G6 si besoins)

e PAUSE

e Ajouter 10uL d’échantillon dans la cuve « échantillon » aprés I'avoir vortexé
- Bien mélanger dans la cuve !

e RE-START

e Apres 4 min (suivant I'allure de la pente) : PAUSE et non pas STOP

e Ajouter maintenant 20uL de PCr
- Bien mélanger !

e RE-START : la pente monte encore plus fortement

e Apres 4 minou al'arrivé de I'asymptote : STOP

NB : La derniére pente étant I'activité de CK + AK et la premiére étant celle de AK, nous obtenons dont
celle de CK par soustraction de la 2°™ pente moins la 1.
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ANNEXE 5

Protocole de génotypage des souris miCK

Génotypage par PCR :

Solution réactive

Condition des cycles

L, Volume 3 3 Temps
Substance | Unité Stock Les étapes Température Cycles
(ul) (mm:ss)
Tampons ..
- 10x 2.50 Activation 95° 10:00
Immolase
Primair F uM 10 1.25 Dénaturation 95° 00:30 30
N 70-55.5°
Primair R uM 10 1.25 Couplage . 00:30
(-0.5°/cycle)
Hygl uM 10 1.25 Extension 72° 00:30
mM Final
dNTP 25 0.20 ) 72° 10:00
(ea.) extension
Immolase
U/ul 5 0.20
polymerase
MgCl2 mM 50 1.50
ADN 3.00
H20 13.85
Total 25.00

Hyg 1= (5'to 3') : GGCTGGCACTCTGTCGATACCC

miCK primair :

F primair = miCK-fol (5'to 3') : TTGCTAACTGGCCGAAATGC

R primair = miCK 28 (5' to 3') : CATGCCAACTATCACTGTTGTTCCT
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L’ADN venant des souris sauvages ont manifesté une bande a 580 bp et les souris transgéniques
miCK ont présenté une bande a 920 bp.

Exemple :

1Kb plus DNA ladder (Invitrogen)

12000 bp

1650 bp
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1 | INTRODUCTION

Although life expectancy is increasing in developed countries,
independence in the elderly has declined and thus constitutes
a major public health challenge. Aging is associated with a

Abstract

In order to identify a more appealing exercise strategy for the elderly, we studied a
mouse model to determine whether a less time-consuming training program would
improve exercise performance, enzyme activities, mitochondrial respiration, and me-
tabolomic parameters. We compared the effects of short-session (acceleration-based)
training with those of long-session endurance training in 23-month-old mice. The
short-session training consisted of five acceleration-based treadmill running sessions
over 2 weeks (the acceleration group), whereas the endurance training consisted of
five-one-hour treadmill sessions per week for 4 weeks (the endurance group). A con-
trol group of mice was also studied. In the acceleration group, the post-training maxi-
mum running speed and time to exhaustion were significantly improved, relative to
pretraining values (+8% for speed, P<.05; +10% for time to exhaustion, P<.01). The
post-training maximum running speed was higher in the acceleration group than in
the endurance group (by 23%; P<.001) and in the control group (by 15%; P<.05). In
skeletal muscle samples, the enzymatic activities of citrate synthase, lactate dehydro-
genase, and creatine kinase were significantly higher in the acceleration group than
in the endurance group. Furthermore, mitochondrial respiratory activity in the gas-
trocnemius was higher in the acceleration group than in the control group. A metabo-
lomic urine analysis revealed a higher mean taurine concentration and a lower mean
branched amino acid concentration in the acceleration group. In old mice,
acceleration-based training appears to be an efficient way of increasing performance
by improving both aerobic and anaerobic metabolism, and possibly by enhancing

antioxidant defenses and maintaining muscle protein balance.

KEYWORDS
aging, creatine kinase, heart, metabolimic, mitochondria, short acceleration training, skeletal muscle,

VO, max

decline in physical performance in everyday activities, which
in turn is related to declines in functional mobility, walking
endurance, and muscle strength. Several parameters influ-
ence the age-related reduction in performance. For example,
the gradual decline in maximal oxygen uptake (VO,max, an
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index of the cardiorespiratory system’s ability to deliver oxy-
gen and substrates to exercising muscles) with age is known
to be a major predictor of morbidity and mortality.l’2

Factors other than those related to the central cardio-
respiratory system are also impaired with age, such as the
capacity of mitochondria in cardiac and skeletal muscles to
oxidize energy substrates and produce a sufficient ATP flux
for contraction. Various researchers have suggested that these
alterations are due to enzyme activities involved in tricar-
boxylic acid cycle (TCA) (such as citrate synthase (CS), the
mitochondrial respiratory chain, and/or other mitochondrion-
associated enzymes like creatine kinase (CK) and adenylate
kinase (AK).>”) Furthermore, there is some evidence to
suggest that oxidative stress and mitochondria DNA damage
contribute to the impairment of mitochondrial function and
the associated enzyme activities.*®?

Additionally, muscle mass declines gradually with
age;g_10 this might be due to an imbalance between protein
synthesis and degradation.'' The decrease in muscle mass
might contribute to the age-related reduction in strength and
performance.1’8’9’10’12

In humans and rodents, spontaneous physical activity and
structured training programs have often been proposed as a
means of (a) slowing the age-dependent decline in VO,max,
(b) improving aerobic muscle capacity through mitochondria
biogenesis and function, and (c) preventing muscle atro-
phy.lz_15 Over recent years, conventional endurance training
and high-intensity interval training (HIIT) have been most
intensively studied in terms of their effects on health. Both
types of training improve performance and well-being in
elderly humans and other species.M_17

Low-intensity endurance exercise (eg, five 1-hour ses-
sions per week for at least 4 weeks) is acknowledged to be
an effective method for improving cardiac performance and
slowing down the age-related decline in VO, max in humans
and mice.>'? This type of long-term endurance training
increases the expression of mitochondrion-encoded tran-
scription factors, mitochondrial DNA content, and mitochon-
drial proteins in muscle.'>!>!'® However, endurance training
has very little impact on muscle mass and strength — even
in younger subjects.lg’zo Furthermore, endurance training
is time-consuming and may be constraining for the elderly.
More recently, a number of studies have focused on HIIT,
in which short periods of high-intensity exercise alternate
with short recovery periods. It has been suggested that HIIT
prevents muscle atrophy and preserves lean body weight in
elderly people (aged 65 or over) but only after 12-24 weeks
of training."*'® Moreover, HIIT seems to be more efficient
than endurance training for improving performance, with an
improvement after just 5 weeks (although lean mass is not
apparently affected).?!"”> Moreover, the sudden, intense accel-
erations in HIIT may be problematic in the elderly and have
not previously been described in elderly mice. Moreover, both

endurance training and HIIT are time-consuming and may be
constraining for the elderly. The time required for long-term
endurance exercise may demotivate many individuals from
performing regular, structured exercise — notably in old age.
We therefore decided to test a new model of short-session
training based on twice-weekly sessions with low, moderate,
and high accelerations for just 2 weeks. The impact of this
acceleration-based training on exercise performance, aerobic
and anaerobic metabolism, and metabolomic parameters was
evaluated in old mice. We notably compared the acceleration-
based training program with the only model to have been well
characterized in old mice to date (ie, endurance training).

2 | MATERIAL AND METHODS

21 |

Old male C57BI16 mice (age: 23 months; n=36; Janvier Labs,
Le Genest Saint Isle, France) were randomized into control
(n=11), acceleration-based (n=14), and endurance (n=11)
groups. The animals were housed in groups of three or four
per cage in a specific and opportunistic pathogen-free envi-
ronment (CERFE Genopole, Evry, France) at a temperature of
22°C, with 12 hour-12 hour light-dark cycles and a standard
ad libitum diet. Twenty-four hours after the last incremental
exercise test, the mice were sacrificed by the intraperitoneal
infusion of sodium pentobarbital (100 mg/kg; Sanofi Santé
Animale, Paris, France). Urine, heart, and skeletal muscle
samples (gastrocnemius, extensor digitorum longus, soleus,
and quadriceps) were immediately collected. The urine sam-
ples were directly syringed from the bladder and were stored
at —80°C prior to use. All protocols were approved by our
institution’s Animal Care and Use Committee and complied
with the Council of Europe’s convention for the protection of
vertebrate animals used for experimental and other scientific
purposes. All tests and training sessions were performed by
the same operator.

Animals

22 |

Before initiation of the different training protocols, all the
mice were familiarized with the treadmill (1050-G3-Exer
3/6, Columbus Instruments, OH, USA) over a one-week
period. The familiarization started with a 3 m.min”~' run for
10 minutes. The acceleration was gradually increased to no
more than 10 m.min! (to avoid a training effect) for 10 min-
utes on the last day. After the familiarization and pretests,
the mice in the acceleration group performed five training
sessions over a 2-week period. Each session consisted of a
slow acceleration (3 m.min_2), a moderate acceleration (6 m.
min_z), and a fast acceleration (12 m.min_z), with 30 minutes
of rest between each effort (Figure 1A). The treadmill slope
was set to 0°. The training session was stopped if the mice

Training protocols
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(A) An acceleration training session:

Low Moderate High
acceleration acceleration acceleration
(~11 min) (~ 6 min) (~ 3 min)
] L J
Y Y
30 min. of rest 30 min. of rest

B . )

®  An endurance training session:
FIGURE 1 Acceleration-based and 60 min at 50% of Vpeak

endurance training protocols. Schematic
diagram of the acceleration-based (A) and
endurance (B) training sessions in mice

reached exhaustion. Treadmill control software (Exer 3/6,
Columbus Instruments) was used to automatically schedule
the accelerations.

The endurance training consisted of a 1-h treadmill ses-
sion on 5 days a week for 4 weeks. The intensity was set to
50% of the maximum running speed (Vpeak). For the endur-
ance group as a whole, the average Vpeak was 28 m min~".
The slope was again set to 0° (Figure 1B). To adjust the exer-
cise intensity for each mouse, individual Vpeak values (the
highest speed that a mouse was able to maintain for at least
30 seconds) were determined in an incremental exercise test
before the training and after the first and second weeks of
training. The control mice performed 10 minutes of running
at 10 m.min~' twice a week, so that they merely became
accustomed to running on the treadmill and being handled.
Familiarization and training sessions were carried out on a
treadmill equipped with a low-voltage electric grid (1.4 mA
at a frequency of 2 Hz) to encourage the mice to run; in the
event of contact, the grid caused an unpleasant shock but did
not hurt the animal." All the mice ran at the same time of day.

2.3 | The incremental exercise test

Before and after the different training sessions, the mice in
the acceleration, endurance, and control groups underwent
an incremental exercise test. To enable a better comparison
with the acceleration group, the endurance group underwent
an incremental test after 2 weeks of training and then after
4 weeks (ie, once the training period had finished). These
tests were carried out on a one-lane treadmill equipped for
gas exchange measurements (Modular Enclosed Metabolic
Treadmill for Mice, Columbus Instruments). After 8 minutes
of recording at rest, the treadmill velocity was increased by
3 m.min~" every 3 minutes until the mice were exhausted
(defined as the moment when the mouse remained in contact

1

1

——

with the electric grid for 5 seconds). Gas samples were taken
every 5 seconds and dried prior to measurement of the oxy-
gen fraction with a gas analyzer (Columbus Instruments).
Oxygen uptake (VO,) was calculated, as previously
1rep0rted.23 To enable comparison with data on humans, VO,
was expressed relative to the bodyweight raised to the power
—0.75. We evaluated performance in terms of Vpeak and
the time to exhaustion. The blood lactate concentration was
measured in a drop of blood from the tail vein 5 minutes after
each incremental test, using the Lactate Pro LT-1710 meter
(Arkray Inc., Kyoto, Japan).

24 |

The basal (V) and maximal (V_, ) mitochondrial respiration
rates in the total mitochondrial population were studied in
situ in saponin-permeabilized heart and skeletal muscle fibers
from mice in the acceleration, endurance, and control groups,
using Kuznetsov et al. method.?*

The respiratory chain in the inner mitochondrial mem-
brane contains four enzymatic complexes (I-IV). The com-
plexes are coupled to ATP synthase (complex V), which
phosphorylates ADP to ATP. The complexes catalyze the
transfer of reducing equivalents from high-energy compounds
(produced in the Krebs cycle) to oxygen; the production of
an electrochemical gradient across the inner mitochondrial
membranes drives the synthesis of ATP by ATP synthase. In
this study, we determined ADP kinetic parameters as a func-
tion of the muscle type. ADP-stimulated (V,,,) respiration
above V was plotted against [ADP]. Respiratory rates were
determined with a Clark electrode (Strathkelvin Instruments,
Motherwell, UK) in an oxygraphic cell containing 15-20
fiber bundles in 3 mL of R solution (composition below) at
22°C with continuous stirring. The solubility of oxygen was
taken to be 230 pmol O,/L.

Mitochondrial respiration
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After muscle isolation, fiber bundles (100-250 pm in
diameter) were excised from white gastrocnemius, soleus,
and heart and were separated into small bundles under a
laboratory magnifying glass. The bundles were incubated
for 30 minutes with intense shaking in S solution (compo-
sition below) containing 50 pg/mL saponin (to permeabilize
the sarcolemma). Once the fibers had been permeabilized,
they were transferred to R solution (composition below) for
10 minutes in order to wash out adenine nucleotides and
phosphocreatine. All procedures were carried out at 4°C.
Both S and R solutions contained 10 mM EGTA/Ca-EGTA
buffer (free Ca** concentration, 100 nM), 3 mM free Mg2+,
20 mM taurine, 0.5 mM DTT, and 20 mM imidazole. The
ionic strength was adjusted to 0.16 M by addition of potas-
sium methanesulfonate. S solution (pH 7.1) also contained
5 mM MgATP and 15 mM phosphocreatine. Just before the
experiment was started, fatty acid-free bovine serum albumin
was added (final concentration: 2 mg/mL) to the R solution
(pH 7.1).

The initial mitochondrial respiration rate (Vi) was
determined by placing the fiber bundles into the respi-
ratory substrate in the absence of ADP. Next, ADP was
added and the submaximal ADP-stimulated respiration
rate (V,pp) was determined. Lastly, after further addition
of ADP (final concentration: 2 mM), the maximum respi-
ration rate (Vmax) was measured. The V,, was calcu-
lated by nonlinear fitting to the Michaelis-Menten equa-
tion. V__was the sum of V,,, + V. The acceptor control
ratio (ACR) was defined as V_  /V; this is a sensitive
indicator of general mitochondrial function and represents
the difference between the mitochondrial functions in the
presence and the absence of ADP. After respiration mea-
surements, the bundles were removed and dried. The res-
piration rates were expressed in pmoles of O, per minute
per mg dry weight.

2.5 |

Frozen tissue samples were homogenized in ice-cold buffer
(50 mg/mL) containing (in mmol/L) HEPES 5 (pH 8.7),
EGTA 1, DTT 1, and MgCl, 5 with 0.1% Triton X-100 and
incubated for 60 minutes at 0°C to ensure complete enzyme
extraction. The total activities of AK, CK, and lactate dehy-
drogenase (LDH) were assayed (30°C, pH 7.5) using cou-
pled enzyme systems.25 Briefly, CS activity was measured in
terms of the production of 2-nitro-5-thiobenzoate (measured
spectrophotometrically at 412 nm) by the reaction between
5’, 5’-dithiobis 2-nitrobenzoic acid and CoA-SH. Total AK
and CK activities were determined using a coupled glucose-
6-phosphate  dehydrogenase/hexokinase assay,
which produced NADPH (measured spectrophotometrically
at 340 nm). To obtain total CK activity, AK activity was sub-
tracted from the total activity.

Enzyme assays

enzyme

2.6 |

Urine samples were thawed at room temperature. A 100 pL
aliquot of urine was placed in an NMR capillary tube. An
aliquot of deuterium oxide (for field locking) was placed in
the capillary tube holder. The proton spectra were acquired at
600 MHz on a Bruker Avance spectrometer with a reversed
cryoprobe. The temperature was set to 294 K. The free
induction decays (FIDs) were acquired using a NOESY 1D
sequence for water suppression, with a preacquisition delay
of 2 seconds, a 100 ms mixing time, and a 90° pulse. The
FIDs were collected to 64K complex points in a spectral win-
dow of 6600 Hz and 64 transients after four silent scans. The
FIDs were processed with NMRpipe software.?® The data-
set was Fourier-transformed with an exponential function
(producing 1 Hz line broadening). The spectra were phased,
and baseline correction was performed using the segment
method and three points at 0, 5, and 9 ppm. Each dataset
was calibrated using the creatinine signal at 3.05 ppm. The
spectrum between O ppm and 9.5 ppm was divided into 9500
spectral buckets of 0.001 ppm, using an in-house program
written with R software. Each bucket was labeled with its
median chemical shift value. The water region (between 4.6
and 5 ppm) was excluded from the data matrix. The bucket
intensities were normalized using the probabilistic quotient
technique,27 to obtain the X matrix for statistical analysis.
Unit variance scaling was performed on all variables prior
to a multivariate statistical analysis, and spectra were aligned
using the icoshift method ?® to correct for the effect of pH on
the metabolites’ chemical shifts.

NMR spectrometry

2.7 |

Performance-related and biochemical data were quoted as
the mean + SEM, and the threshold for statistical signifi-
cance was set to P<.05. A one-way analysis of variance was
used to study the overall effect of training. If significant
differences (P<.05) were present, post-hoc comparisons
were performed using the Holm-Sidak method or (for non-
normally distributed data) a Kruskal-Wallis test. Intergroup
and pre-post comparisons were, respectively, performed with
a two-tailed, unpaired Student’s 7 test and a paired Student’s
t test. A nonparametric Mann-Whitney test was used for non-
normally distributed data. Correlations were analyzed with
Spearman’s coefficient.

For the multivariate analysis of NMR data, a principal
component analysis (PCA) was first used to detect the sepa-
ration between the three groups of mice (based on the NMR
signal variability and outliers). An orthogonal projection on
latent structure (OPLS) model (based on Trygg and Wold’s
method) was computed for the X matrix, in order to identify
differences between sample spectra related to external fac-
tors such as the type of training (acceleration, endurance, or

Statistical analysis
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TABLE 1  Anatomic parameters just before the pre- and post-tests correlation between the corresponding bucket intensity and Y
Acceleration  Control Endurance variable. A metabolite was considered to be a discriminating
(n=14) (n=11) (n=11) factor when the bucket had an R value of at least .5.
Mean BW before the 33.76 + 0.52 3496 £ 1.00  32.65 +£0.68
pretest (g)
Mean BW before the 3321 £0.50* 3493 +1.08 31.97 +0.62 3 | RE S ULT S
post-test (g)
Soleus (mg.g~" of BW) 0.36+0.03  035+004 030002 .
£e 3.1 | Anatomic data
EDL (mg.g~' of BW) 042+0.02 0374003  0.36+0.02
Tibialis (mg.g~' of BW) 140 +0.08  137+0.07  1.29+0.05 After five training sessions, the only significant mean decrease
Heart (IngAg*l of BW) 4.95+0.13 5.00 + 0.20 5.50 + 0.026 in bOdy Weight (by 2%, P<05) was observed in the accelera-
Liver (mgg™ of BW) 52442242  49.62+350 5101128 tion group (Table 1). No pre-post differences in weight were

EDL, extensor digitorum longus; BW, body weight. P<.05 vs pretest in the same
group. Values are quoted as the mean + SEM.

control) and biochemical parameters. The PCA and the OPLS
analysis were performed using an in-house program coded in
MATLAB (MathWorks, Natick, MA), as previously used by.29

The quality parameters for the OPLS model were assessed
by calculating R2Y and Q2Y. R2Y represents the variance
explained by the Y matrix. Q2Y (computed with the “leave
one-out’ method) provides an estimate of the model’s pre-
dictability. R2Y=1 indicates perfect description of the data
by the model, and Q2Y=1 indicates perfect predictability.
For internal validation of the OPLS models, a permutation
test (with 999 permutations) was performed. This test estab-
lished whether the OPLS model built with the groups was
significantly better than any other OPLS model obtained by
randomly permuting the original group attributes.

The results were presented as a score plot and a loading
plot. In the score plot, the different sample spectra were pro-
jected onto the model’s predictive (T pre o and orthogonal
(T,,,) components. The loading plot represented the covari-
ance between the Y-response matrix and the signal intensity
of the various spectral domains. Colors were also used in the
loading plot, depending on the R value associated with the

found for skeletal muscles, the heart, or the liver (Table 1).

3.2 |

The total exercise duration and total running distance were
three times lower in the acceleration-based training program
than in the endurance training program (Figure 2). The max-
imum speed reached in each session of training was three
times higher in the acceleration-based training program than
in the endurance training program (Figure 2).

Characteristics of the exercise protocols

3.3 |

During the five training sessions of acceleration, Vpeak pro-
gressively increased (Figure 3; P<.001 for the three accel-
erations). For the slow acceleration, Vpeak increased signifi-
cantly at the third training session (P<.01) when compared
with the first session. Although Vpeak increased significantly
at the second training session (relative to the first session) for
the moderate acceleration (P<.01), it only increased after the
fourth training session for the fast acceleration (P<.01).

A significant overall training effect on Vpeak was also
observed during the incremental test in the acceleration
group (Figure 4; P<.0001). This increase in Vpeak between

Performance and VOZmaX
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FIGURE 4 Maximum speed achieved in pre- and postincremental
tests. Vpeak achieved in incremental pretests and post-tests for mice in the
acceleration group (n=14), the control group (n=11), and the endurance
group (n=11). White bars represent pretest values, gray bars are post-test
values after 2 weeks of training, and black bars are post-test values after

4 weeks of training. *P<.05 between pre- and post-tests for the same group,
"P<.01 vs the control group, $5p< 001 vs the acceleration group

pre- and post-tests was only observed in the acceleration
group (Figure 4; P<.05). In the endurance group, the Vpeak
after four training weeks was lower than the pretest value
(Figure 4; P<.05). The Vpeak in the control group did not
change significantly (Figure 4). An intergroup comparison
showed that Vpeak in the post-test was significantly higher
(P<.01) in the acceleration group than in the control group.
During the post-test, Vpeak was higher in the acceleration
group than after 2 (P<.001) and 4 (P<.001) weeks of training
in the endurance group.

Acceleration-based training was also associated with an
increase in the time to exhaustion (22.82 + 1.45 minutes in
the pretest and 25.05 + 1.54 minutes in the post-test; P<.01).

In the endurance group, the time to exhaustion did not change
significantly after 2 weeks of training (16.9 + 1.15 minutes
vs 19.41 + 0.71 minutes in pretest) but then fell significantly
after 4 weeks of training (16.61 + 0.96 minutes; P<.01 vs the
pretest value). The time to exhaustion in the control group did
not change significantly (20.7 + 1.36 minutes in the pretest
and 19.55 + 0.91 minutes in the post-test). The maximal oxy-
gen uptake (VO,max) in the pretest was similar in all study
groups and did not change in the post-test in the endurance
and acceleration groups (relative to the change in the con-
trol group). In the pretest, VO,max was 52.79 + 1.08 mL
min~" kg®”, 52.13 + 1.46 mL min~' kg””, and 51.87 + 0.89
mL min~! kgm5 in the acceleration, control, and endurance
groups, respectively (P=nonsignificant (NS) for all). In the
post-test performed after 2 weeks, the VO,max values were
53.98 + 1.22 mL min~" kg7, 53.65 + 1.30 mL min~" kg*”,
and 52.47 + 1.40 mL min~" kgo‘75 in the acceleration, control,
and endurance groups, respectively (P=NS for all). In the
endurance group, the VO,max in the post-test after 4 weeks
of training was 51.74 + 1.16 mL min~" kg"">, which did not
differ from the VO2max in the pretest or in the post-test after
2 weeks of training.

34 |

The post-test blood lactate concentration was significantly
higher in the acceleration group than in the control group
(P<.05) and the endurance group after 2 (P<.001) and
4 (P<.001) weeks of training (Figure 5). The endurance
group had a lower blood lactate concentration than the con-
trol group after 2 (P<.05) and 4 (P<.01) weeks of training
(Figure 5). Furthermore, the blood lactate concentration
was higher in the post-test than in the pretest for mice in

Blood lactate concentration
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FIGURE 5 Blood lactate concentration, 5 minutes before and after

the incremental tests. Blood lactate concentration measured 5 minutes after
triangular pre and post-test, for mice in the acceleration group (n=14),

the control group (n=11), and the endurance group (n=11). White bars
represent pretest values, gray bars are post-test values after 2 weeks of
training, and black bars are post-test values after 4 weeks of training.
"P<.01 7" P<.001 vs pretest, 'P<.05 "TP<.01 vs the control group
post-test, $$8p< 001 vs the acceleration group post-test
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TABLE 2 Effect of different types of training on enzyme activity of citrate synthase, lactate dehydrogenase, creatine kinase, and adenylate kinase in

heart and quadriceps

Heart Quadriceps
Acceleration Control Endurance Acceleration Control Endurance
(n=14) (=11) (m=11) (m=14) (n=11) (m=11)
Citrate synthase (IU.mg-' of protein) 0.97 +0.05 0.92 + 0.06 0.875 + 0.04 0.35 + 0.07%" 0.28 +0.03 0.235 +0.02
Lactate dehydrogenase (IU.mg-l of protein) 0.83 + 0.05 0.80 + 0.07 0.86 + 0.04 3.09 +0.21% 2.77 +0.20 229+0.13
Creatine kinase (IU.mg-" of protein) 3.66 + 0.25% 3.06 +0.34 2785 +0.09  14.87 +0.98%% 1320+ 128  952+041
Adenylate kinase (IU.mg-" of protein) 1.40 +0.12° 1.02 +£0.13 1.34 +0.15 1.48 +0.11 1.35+0.12 1.25 + 0.06
Values are quoted as the mean + SEM. "P<.05 vs the control group, 5P<.05; $P<.01; **P<.001 vs the endurance group.
the acceleration group. Conversely, the post-test blood lac- (A) 357 m Acceleration
tate concentration was lower in the endurance group after 304 o Control
2 (P<.01) and 4 (P<.001) weeks of training, compared s ® Endurance
with the pretest (Figure 5). The lactate concentrations did g’ 25+
not differ significantly in the control group (Figure 5). 'E: 20
g
o 154
3.5 | Enzyme activity T 4
The CS and LDH activities in skeletal muscle (quadriceps) =
samples in the acceleration group were significantly higher >
(CS: P<.0l1, LDH: P<.01) than in the endurance group 0-
. . . . VO Vmax ACR
(Table 2). Moreover, CS activity (P<.05) in quadriceps was
higher in the acceleration group than in the control group (Blg . m Acceleration
(Table 2). The CK activity in both the heart and skeletal . 8- 1 O Control
muscles was significantly higher in the acceleration group Tg} 7 - = Endurance
than in the endurance group but not when compared with the -,:' 6 -
control group (Table 2). Furthermore, the CK activity in the E 54
quadriceps sample was lower in the endurance group than in § 4. i
the control group (P<.05) (Table 2). Lastly, the AK activity g 3
in the heart was higher in the acceleration group than in the = 2
control group (P<.05), although there was no difference in 7.
skeletal muscle samples (Table 2). 0.
VO Vmax ACR

3.6 | Mitochondrial respiration

The maximum mitochondrial respiration rate in heart was
not influenced by any of the training programs. However,
the basal mitochondria respiration decreased significantly in
both the endurance (P<.05) and acceleration (P<.05) groups
(Figure 6A). Accordingly, both types of training had an
impact on the ACR (P<.001), which was significantly higher
for the endurance (P<.01) and acceleration (P<.01) groups
than for the control group (Figure 6A).

In white gastrocnemius samples, only acceleration-based
training was associated with a significant increase in the max-
imum mitochondrial respiration rate (P<.05) and the ACR
(P<.001) relative to the control group (Figure 6B). In soleus
samples, the mitochondrial respiration rate did not signifi-
cantly change over time or differ between the groups (data
not shown).

FIGURE 6 Maximal oxygen consumption and the acceptor control
ratio in the heart and in the gastrocnemius. The effect of training on
mitochondrial respiration in the heart (A) and the gastrocnemius (B),
represented by V,, Vmax and the acceptor control ratio (ACR) in the
acceleration group (n=13), the control group (n=9), and the endurance
group (n=10). Black bars represent acceleration group values, white bars
are control group values, and gray bars are endurance group values. "P<.05
¥P<.01 vs controls

3.7 | Metabolomics

A pairwise PCA of the acceleration, control, and endurance
groups did not reveal any outliers. Consequently, all sam-
ples were included in the OPLS analysis. The OPLS-based
comparison of the acceleration group and the control group
(Figure 7A) showed acceptable R2Y and Q2Y values (0.978
and 0.5 ppm, respectively), given the number of samples and
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FIGURE 7 Discriminant metabolites in the urine samples. Score plot and loading plot from the OPLS model obtained with urine samples from the
control group (blue dots, n=>5) and the acceleration group (red dots, n=9) (A). Score plot and loading plot from the OPLS model obtained with urine samples
from the control group (blue dots, n=5) and the endurance group (red dots, n=6) (B). Score plot and loading plot from the OPLS model obtained with urine

sample from the endurance group (blue dots, n=6) and the acceleration group (red dots, n=6) (C). Variations in metabolites are represented as a line plot

between 0 and 9.5 ppm. Positive signals correspond to higher urine metabolite concentrations for the group represented by red dots. Conversely, negative

signals correspond to higher urine metabolite concentrations for the group represented by blue dots. Each score plot is represented by Q2 and R2 values, and

all discriminant metabolites (>.5) are indicated on the corresponding loading plot. The colors correspond to the r correlation coefficient

considering that the model has been validated by permutation.
The loading plot demonstrated that the most discriminant
metabolites were the branched-chain amino acids (BCAAs;
0.91 and 0.96 ppm), hydroxybutyrate (a doublet at 1.16 ppm),
and taurine (triplets at 3.29 and 3.46 ppm). As shown in the
loading plot (Figure 7A), the urine level of taurine was higher
in the acceleration group than in the control group, whereas
the levels of BCAAs and hydroxybutyrate were lower.

When comparing the endurance and control groups
(Figure 7B), the OPLS model had acceptable R2Y and Q2Y
values (0.955 and 0.505 ppm, respectively, as validated by
permutation). The loading plot showed that the most discrim-
inant metabolites were TCA substrates such as oxoglutarate
(a triplet at 2.45 and 3.03 ppm), citrate (2.59 and 2.74 ppm),
fumarate (6.55 ppm), and hydroxybutyrate. Several amino
acids—such as glutamine and glutamate (multiplets at 2.06
and 2.38 ppm) and phenylalanine (multiplet between 7.28
and 7.37 ppm)—were also correlated. Levels of the TCA
substrates hydroxybutyrate and glutamine-glutamate were
lower in the endurance group samples than in the control
group samples. Phenylalanine was the only metabolite found
at a higher level in the endurance group than in the control
group, as shown in the loading plot (Figure 7B).

A comparison of the spectra from the endurance and
acceleration groups (Figure 7C) yielded the highest R2Y

and Q2Y values (0.933 and 0.650, respectively) in an OPLS
model. The loading plot showed that the most discriminant
metabolites were the BCAAs, TCA substrates (such as succi-
nate (2.42 ppm), oxoglutarate, citrate, and fumarate) and also
glutamine-glutamate, taurine, allantoin (5.40 ppm), and phe-
nylalanine. As shown in the loading plot (Figure 7C), urine
levels of the TCA substrates glutamine-glutamate and taurine
were higher in the acceleration group than in the endurance
group. Conversely, urine levels of BCAA, allantoin, and phe-
nylalanine were lower in the acceleration group samples than
in the endurance group samples.

4 | DISCUSSION

The objective of the present study was to evaluate the effect
of a new model of short-session training on (a) performance,
(b) metabolic adaptations in skeletal and heart muscle, and
(c) metabolomic profiles in old mice.

Our choice of a new training program (intended to
improved performance with short sessions) was based
on a number of observations and hypotheses. Firstly, the
three main energy production pathways (ie, aerobic, alac-
tic anaerobic, and lactic anaerobic pathways) are involved
to almost the same in this acceleration-based training
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program. Secondly, the maximum speed is reached progres-
sively; this contrasts with HIIT—even though the latter has
been described as being more effective than the endurance
training;21’30 this progressiveness is important, especially in
elderly participants. Thirdly, acceleration-based training only
requires a small number of short training sessions per week.

Our main finding was that performance (Vpeak and time to
exhaustion) improved in the mice in the acceleration group.
These increases were associated with changes in the markers
for the three main energy production pathways.

4.1 |

The major advantage of this new acceleration-based train-
ing program is the short overall duration of training (5 ses-
sions over 2 weeks, with a total training time of 1h36 m). In
contrast to long-session training programs, there is no need
to judge the training intensity by performing regular tests.
Indeed, most existing training programs require a weekly re-
evaluation of performance to adjust the training dose (inten-
sity/interval); this test can be exhausting, especially in the
elderly. Moreover, the acceleration-based training model
includes low-, moderate-, and high-intensity training and
might therefore influence all the various energy metabo-
lism pathways. In contrast to HIIT, the maximum speed is
reached progressively; this is of major value in old mice.
Lastly, acceleration-based training is a self-paced program
with no obligation for the subject to attain a defined distance
or duration.

The acceleration-based training significantly increased
Vpeak and the time to exhaustion in old mice after only five
training sessions. In contrast, conventional endurance train-
ing was not associated with an increase in these parameters
after 2 weeks of training and even a slight decreased in per-
formance after 4 weeks of training. It is possible that mice
become accustomed to a low running speed during endur-
ance training; along with their old age, this could negatively
influence their performance at a high-intensity. VO,max did
not change in the endurance group (as previously described
for short overall training periods 23 or the acceleration group
(which is not surprising, after only five training sessions over
2 weeks). Further studies with more weeks of acceleration-
based training are clearly required to determine the effect of
this new training regimen on VO, max.

The value of this new training model

4.1.1 | Anaerobic metabolism

The higher blood lactate level in the acceleration group sug-
gests that these mice resisted muscle acidosis better than the
mice in the other two groups. Indeed, the high speeds reached
during acceleration-based training may have increased the
contribution of the anaerobic pathway to the energy sup-
ply; consequently, the mice in the acceleration group might

have become accustomed to a high blood lactate level.
Additionally, we observed a higher level of LDH activ-
ity in skeletal muscle samples from the acceleration group
than in the endurance group (but not in the control mice).
Studies have shown that endurance training diminishes the
LDH activity in the skeletal muscle of elderly humans and
rats;>"* this might explain the presence of a significant dif-
ference in LDH activity between endurance mice and accel-
eration mice.

Moreover, a recent review > emphasized the need to study
alterations in the kinetics of energy fluxes of aged muscle.
These changes have been underestimated in studies of the
age-related decline in performance. In the present study, the
AK activity in heart muscle samples was higher for the accel-
eration group than for the control group. AK is an important
phosphoryltransfer enzyme, which catalyzes the reaction pro-
ducing ATP and AMP from two molecules of ADP. A close
relationship between AK on one hand and mitochondrial res-
piration, myofibrillar and membrane ATPases, and metabolic
sensors on the other have been re:ported.34’35 During exercise
and under high-energy demand conditions, AK provides
additional f:n<31“§:!,y.34’35 The CK activity in skeletal muscles
was higher in the acceleration group than in the endurance
group. One reason for better performance in the acceleration
group could be better energy production and energy flows
in the muscles.™ Achieving a high exercise intensity during
training is probably important, which is in agreement with
Tabata et al. *° report in which 6 weeks of HIIT in young
human adults was associated with an increase in both anaer-
obic capacity and VO,max (whereas 6 weeks of moderate-
intensity endurance training did not affect anaerobic capac-
ity). Likewise, Rodas et al®" demonstrated that HIIT had
effects on both aerobic and anaerobic energetic pathways.
Taken as a whole, these results suggest that acceleration-
based training may have a greater impact than endurance
training on the anaerobic pathway and thus on exercise per-
formance in old mice.

412 |

Despite the absence of a change in VO, max, the acceleration-
based training improved aerobic metabolism in heart and
skeletal muscles. The mitochondrial respiratory capacity and
CS activity increased in the acceleration group. A number of
studies of training intensity in humans, rats, and mice have
found that high-intensity training produces a significantly
greater benefit in aerobic capacity than moderate-intensity
training does.****3? Indeed, it was suggested that the age-
related decrease in performance was related to mitochondrial
dysfunction and consequently lower levels of muscle aerobic
capacity and energy production.40 In the present study, the
CS activity in skeletal muscle increased more in the accel-
eration group than in the endurance and control groups; this

Aerobic metabolism



* L wiLEy

NIEL ET AL.

is in line with previous studies, showing that mitochondrial
enzyme adaptations occur fairly rapidly during training
in human and rodent muscles. This could also mean that
aerobic metabolism adapts by increasing the mitochondrial
content.>”!**! We also observed that the maximum mitochon-
drial respiratory capacity (Vmax) in the presence of ADP in
the gastrocnemius was higher in the acceleration group than
in the control and endurance groups. Unexpectedly, endur-
ance training had no effect on the maximum mitochondrial
respiratory capacity or the CS activity in skeletal and heart
muscles.'&1%4! Therefore, acceleration-based training seems
to result in a better adaptation in aerobic metabolism (which
occurs mainly in skeletal muscle and not in the heart) than
endurance training does. This difference between heart and
skeletal muscle might be due to the short training period (less
than 4 weeks) or the presence of sufficient oxidative capacity
for meeting the energy requirement during training. Indeed,
2 and,” respectively, reported that CS activity increased in
skeletal muscles (but not in the heart) after endurance train-
ing and after HIIT.

4.2 | Evidence for improved antioxidant
capacity

Even though the maximum mitochondrial respiratory capac-
ity did not change, the ACR (V_ /V,) value in heart muscle
was higher in the acceleration and endurance groups than
in the control group. Likewise, the ACR in the gastrocne-
mius was higher in the acceleration group than in the con-
trol group. This was mainly related to the effect of training,
which lowered V,; in the heart and skeletal muscles. Other
studies have reported a lower ACR in skeletal muscles and
in rat cardiomyocytes in elderly rats (and even in physically
active ones) 3’M—suggesting that a slight uncoupling of oxi-
dative phosphorylation occurred in the hearts of the mice in
the control group. It has been reported that mitochondrial
energetics are impaired in the skeletal muscles of old rats and
mice. %% Figueiredo et al. have shown that the decline in
mitochondrial function in skeletal muscle is significantly cor-
related with higher levels of mitochondrial oxidative dam-
age, and it is well known that the production of reactive oxy-
gen species (ROS) increases with age.6’8‘9 One can therefore
hypothesize that five sessions of acceleration-based training
or 20 sessions of endurance training were able to reverse this
slight mitochondrial uncoupling by reducing ROS produc-
tion and/or increasing anti-oxidative enzyme activities in the
heart—an important factor in sustainable performance.
Furthermore, our metabolomics analyses revealed a
higher urine taurine concentration in the acceleration group
than in the two other groups—suggesting greater taurine pro-
duction and availability. The antioxidant taurine is known
for its ability to reduce free radical levels. Mice lacking the
taurine transporter display poor physical performance.46 In

the endurance group, a high urine taurine level only appeared
after 4 weeks of training. Consequently, the acceleration-
based training was probably more beneficial than endurance
training in terms of improving antioxidant defenses in old
mice. However, further studies are needed to elucidate the
effect of acceleration-based training on antioxidant defenses.

Several studies of rodents and humans have shown that
the progression of sarcopenia is associated with impaired
muscle metabolism during aging.&g’m’47 Muscle protein
metabolism is characterized by a balance between the syn-
thesis and breakdown of proteins. The NMR analysis showed
that urine BCAA concentrations were lower in the accelera-
tion group than in the two other groups. Furthermore, levels
of the degradation products of BCAAs (such as phenylala-
nine and allantoin) were no higher in the acceleration group
than in the two other groups. This finding might suggest the
initiation of protein synthesis and/or better maintenance of
protein turnover (synthesis and degradation) in mice in the
acceleration group.

Our metabolomic analysis also revealed a lower hydroxy-
butyrate (ketone body) level in both the trained group, rel-
ative to the control group. Hydroxybutyrate is a marker of
lipid use as an energy supply.48 Our results indicate that lipid
use for energy production was more efficient in the endurance
and acceleration groups than in the control group. Further
investigations are needed to specify the different pathways
involved in better lipid use in our new training model.

S | CONCLUSION AND
PERSPECTIVES

In conclusion, the present findings demonstrated that
acceleration-based training in old mice was associated with
better performance and was more efficient than endurance
training. Furthermore, acceleration-based training may
have led to better adaptations of both aerobic and anaero-
bic metabolism and the possible improvement of antioxidant
defenses, insulin sensitivity, and protein synthesis. Low-
intensity endurance training would not enable the develop-
ment of anaerobic metabolism, which is essential at any age
and for all types of activity. High-intensity interval train-
ing is not appropriate for older humans or mice. Therefore,
acceleration-based training seems to be a good, rapidly acting
compromise. Given the need to promote exercise and healthy
aging in the elderly, a short-session training program (such
as acceleration-based training) might improve uptake and
adhesion.

Although the present study demonstrated the efficiency
of a short-session, acceleration-based training regimen in old
mice (with enhanced performance and changes in all three
energy production systems), further studies are required to
determine the long-term effects of this type of training on
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the myocardium and skeletal muscle during aging. Indeed,
2 weeks of this short-session training maintained (but did
not increase) VO, max. It remains to be seen whether a lon-
ger period of acceleration could also improve VO,max at
all ages. If so, this new training program could be applied
not only in elderly adults but also in sedentary and/or obese
young adults who have difficulty in adhering to training pro-
grams. This new acceleration-based training regimen might
be both clinically effective and cost-effective.
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In the field of comparative physiology, it remains to be established whether the concept
of VOomax is valid in the mouse and, if so, how this value can be accurately determined.
In humans, VOomax is generally considered to correspond to the plateau observed
when VO no longer rises with an increase in workload. In contrast, the concept of
VOopeak tends to be used in murine studies. The objectives of the present study were
to determine whether (i) a continuous ramp protocol yielded a higher VOopeak than
a stepwise, incremental protocol, and (i) the VOopeak Measured in the ramp protocol
corresponded to VOomax. The three protocols (based on intensity-controlled treadmill
running until exhaustion with eight female FVB/N mice) were performed in random order:
(@) an incremental protocol that begins at 10 m.min~" speed and increases by 3 m.min~"
every 3min. (b) a ramp protocol with slow acceleration (3m.min=2), and (c) a ramp
protocol with fast acceleration (12 m.min—2). Each protocol was performed with two
slopes (0 and 25°). Hence, each mouse performed six exercise tests. We found that
the value of VOopeak Was protocol-dependent (o < 0.05) and was highest (59.0 ml.kg
075 min—") for the 3m.min—2 0° ramp protocol. In the latter, the presence of a VOomax
plateau was associated with the fulfillment of two secondary criteria (a blood lactate
concentration >8mmol.I=! and a respiratory exchange ratio >1). The total duration of
the 3 m.min—2 0° ramp protocol was shorter than that of the incremental protocol. Taken
as a whole, our results suggest that VOomax in the mouse is best determined by applying
a ramp exercise protocol with slow acceleration and no treadmill slope.

Keywords: V°2max, mice, exercise protocol, comparative physiology, performance

INTRODUCTION

Although rodents are often used as models in exercise physiology, there is no consensus on the use
of a standardized exercise protocol for determining the maximum oxygen uptake (VOmax) in these
species. In fact, the concept of peak oxygen consumption (VO,pe,i) is preferred in mice. Given that
VO3max is the main determinant of performance in human exercise physiology (i.e., the greatest
possible oxygen uptake during physical exercise involving a large proportion of the total muscle
mass (Cohn, 1987), it remains to be established whether this concept is valid in the mouse and, if
0, how VO;n,x can be accurately determined.

It is widely acknowledged that VOjp,.x in humans corresponds to both the cardiovascular
system’s functional limitation and the organism’s aerobic capacity. Since the VOymax concept

Frontiers in Physiology | www.frontiersin.org

1 August 2016 | Volume 7 | Article 372


http://www.frontiersin.org/Physiology
http://www.frontiersin.org/Physiology/editorialboard
http://www.frontiersin.org/Physiology/editorialboard
http://www.frontiersin.org/Physiology/editorialboard
http://www.frontiersin.org/Physiology/editorialboard
http://dx.doi.org/10.3389/fphys.2016.00372
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.3389/fphys.2016.00372&domain=pdf&date_stamp=2016-08-29
http://www.frontiersin.org/Physiology
http://www.frontiersin.org
http://www.frontiersin.org/Physiology/archive
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
mailto:laurence.hamard@univ-evry.fr
http://dx.doi.org/10.3389/fphys.2016.00372
http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fphys.2016.00372/abstract
http://loop.frontiersin.org/people/350996/overview

Ayachi et al.

Exercise Protocol and VOo a4 in Mice

was introduced by Hill and Lupton (1923), the use of exercise
protocols with progressive or stepped increments has been
validated in human - although the optimal choice of exercise
protocol is still subject to debate. In stepwise protocols, the
height of the step (i.e., the magnitude of the increment) and
the duration of each workload level are left to the investigator’s
discretion.Since the 1960s, a number of different incremental
protocols (with variations in running speed, treadmill slope
or both) have been tested for their reliability in determining
VOomax (Balke and Ware, 1959; Bruce et al., 1963; Froelicher
et al., 1974). In contrast, ramp protocol are characterized by
a continuous, gradual increase in the workload (i.e., power,
speed or slope) up to maximum values. Many researchers have
compared incremental protocols with ramp protocols, in order
to establish the most efficient method for determining VOymax
(Whipp et al,, 1981; Astorino et al., 2005; Yoon et al., 2007).
These studies have shown that the ramp exercise protocol is
well suited to the human’s aerobic metabolism and thus enables
VOomax to be accurately determined. However, ramp protocols
take longer to complete, and incremental protocols are preferred
for the routine measurement of VOypax because they allow other
performance indicators (such as the ventilatory threshold and
the lactate threshold) to be determined. In humans, VO;ax is
generally considered to correspond to the plateau observed when
VO; no longer increases with speed. However, about half of
tested subjects do not reach a plateau before they abandon the
protocol; secondary criteria then have to be used to establish
when the last (peak) VO, value indeed corresponds to VOypax-
Three secondary criteria have been proposed: (i) the maximum
heart rate at the end of the test, which corresponds to an
estimate of the theoretical maximum (Astrand, 1952; Astrand,
1960; Maritz et al., 1961); (ii) an end-of-exercise respiratory
exchange ratio (RER) >1.15 (Issekutz et al., 1962); and (iii) an
end-of-exercise blood lactate concentration >8 mmolL.17!.

For the purposes of comparative physiology, VOamax has
also been determined in rodents. This parameter can be used
in studies of exercise training or in descriptive studies of
genetically modified animals (Kemi et al., 2002; Hoydal et al.,
2007; Mouisel et al, 2014). As in humans, the relationship
between running intensity and oxygen uptake is linear in mice
(as demonstrated during steady-state, fixed-intensity running
(Fernando et al., 1993; Schefer and Talan, 1996; Wisloff et al.,
2001); this enables the use of incremental protocols. However,
various strains of mouse have been used, and an effect of strain
on treadmill performance has been evidenced. FVB mice achieve
high maximum and critical speeds during forced treadmill
exercise (Lightfoot et al., 2001; Lerman et al, 2002; Billat
et al., 2005). Furthermore, age (Schefer and Talan, 1996) gender
(Hoydal et al., 2007) may affect VOzpqx. VOzpeak decreases in
old age, although female and male mice appear to have similar
levels of performance (Kemi et al., 2002; Billat et al.,, 2005).
Consequently, the disparities in the literature data on VOypeax
can be explained (at least in part) by differences in age and strain.

Although, the mouse has been widely used to study the
biochemical and molecular adaptations to exercise, a number
of different protocols have been applied; this may explain (at
least in part) the broad range of values obtained for VO,pcqk.

Furthermore, it has been reported that VOjpe in mice is
slope-dependent (Kemi et al., 2002). The incremental protocols
described in the literature differ in their duration, increment
size and the criteria used to determine exhaustion (usually the
animal’s behavior or the shape of the VO,/time curve) (Dohm
et al.,, 1994; Rezende et al., 2005; Hawkins et al., 2007). It is
not known whether a ramp protocol is suitable for determining
VOjpeak in mice or whether this value is protocol-dependent.
Kemi et al. (2002) were the first to estimate the animal’s level
of exhaustion by applying secondary criteria (i.e., the RER and
blood lactate levels) (Kemi et al., 2002). However, the presence
or absence of a VO, plateau, the latter’s characteristics and the
relationship between VOjpea and VOzmax have not previously
been studied in the mouse. We hypothesized that VOypeq and
VOsmax in mice are protocol-dependent and that (as in humans)
a ramp exercise protocol would be suitable for determining
VO2max. Thus, the objective of the present study in mice was
to determine whether (i) a continuous ramp protocol yielded a
higher VOjpeai than a stepwise, incremental protocol, and (ii)
the VOjpeac measured in the ramp protocol corresponded to
VOZmax‘

METHODS

Animal

One-year-old male FVB mice (n = 8) were selected for use in this
study by virtue of their high level of performance on a treadmill
(Lerman et al., 2002). The mice were kept in a specific and
opportunistic pathogen-free animal facility (CERFE, Genopole,
Evry, France) at a temperature of 22°C and with light-dark
cycles 12/12-h. The animals were fed a standard diet ad libitum.
Our protocol was approved by our institutions Animal Care
and Use Committee on Care and complied with the European
Convention of the Council of Europe for the protection of
vertebrate animals used for experimental and other scientific
purposes.

Familiarization

Mice were familiarized with the single-lane, motorized treadmill
(adjustable belt speed: 0-99.9 m.min~!; Columbus Instruments,
Columbus, OH, USA) during four 10-min running sessions (at 0,
3,6, and 9 m.min~'), with a 48-h interval between each session.
All mice subsequently included in the study were able to run
for the required time at 9 m.min~!. The running speed was not
increased further, in order to avoid a training effect.

The Exercise Protocol

The treadmill was set up in a metabolic chamber. Three different
protocols were applied: an incremental protocol (IP) with a
starting speed of 10 m.min~! and an increment of 3 m.min~!
every 3 min; a ramp protocol with a starting speed of 3 m.min~!
and an acceleration of 0.05m.min~'.s™! (corresponding to
3 m.min~2), hereafter referred to as “Ramp3”; and a ramp
protocol with a starting speed of 3 m.min~! and an acceleration
of 0.2m.min"!.s™! (corresponding to 12m.min"2), hereafter
referred to as “Rampl2.” Each of the three protocols was
performed with two different slopes (0 and 25°); hence,
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each mouse performed six sessions. To avoid conditioning
bias, the test sequence was randomized and there was 24-
h interval between each session. The exercise session lasted
until exhaustion, which was defined as the mouse’s inability
to maintain running speed despite being in contact with the
electrical grid for more than 5 consecutive seconds (Mille-
Hamard et al., 2012). All mice were compliant in all tests. The
resting blood lactate concentration was measured at the start of
the test ([Lac] est) and 2 min after the end of each run ([La]max)-
To this end, a blood drop was collected at the tail vein (using the
tail snip method), placed on a test strip and inserted into a lactate
analyzer (Lactate Pro, Arkray, Inc., Kyoto, Japan).

Gas Measurements

Ambient air was fed through the metabolic chamber at a rate
of 0.66 L. min~!; the flow was chosen such that the incoming vs.
outgoing difference in O, fraction was within the sensor’s range
of measurement (—0.3 to —0.8% O;). A fan was used to mix the
incoming air with the air around the treadmill and blow it toward
the animal. The air flowed from the front of the treadmill to the
rear of the treadmill and then returned toward the front under
the belt. This created a rapid, circular “loop” of mixed gases (i.e.,
incoming “fresh” air mixed with the accumulated, exhaled gases),
from which a sample was drawn for analysis every 5s. Samples
were dried prior to measurement of the O, and CO, fractions.
The gas analyzers were calibrated with standardized gas mixtures
(Air Liquide Santé, Paris, France) before each test session, as
recommended by the manufacturer. To allow rapid comparisons
over a wide range of body weights (especially with human data),
dimensional analyses and empirical studies have shown that VO,
should be divided by the body mass raised to the power of 0.75
(Taylor et al., 1981; Hoydal et al., 2007; Mille-Hamard et al.,
2012).

Data Analysis

VOspear Was defined as the highest observed value of VO, when
averaged over successive 15 s periods. VOjmax was defined as in
humans (i.e., the highest VO, value recorded during a set of
different test protocols, and the occurrence of a VO, plateau).
The VO, plateau was determined when the VO, did not increase
by more than 1% of the difference between the VO, at rest and
VOzpeak Over a 30 s period, despite an increase in running speed.
The mouse’s maximum speed (Vmax) was defined as the running
speed at the end of the protocol. The RER was defined as the ratio
between the amount of oxygen (O,) consumed and the amount
of carbon dioxide (CO;) produced in the metabolic chamber.
The maximum respiratory exchange ratio (RERmax) was defined
as the highest observed value of the RER when averaged over
successive 15 s periods.

Statistics

Data are expressed as the mean =+ standard deviation (SD).
Statistical analysis was carried out with a two-way repeated
measures ANOVA, followed by a Holm-Sidak post-hoc test. The
threshold for statistical significance was set to p < 0.05. All
statistical analyses were performed using STATISTICA software
(version 9.0, Statsoft, Berkeley, CA, USA).

RESULTS

VOypeak in Each Exercise Protocol

The highest observed VOjpear (59.0 £+ 0.61 ml.kg_0‘75'min_1,
Figure 1) was obtained during the Ramp3 0° protocol. This
value was significantly greater than those obtained in the other
protocols. The presence of a slope influenced the value of
VOspeak, Which was higher in IP 25° than in IP 0° but lower in
Ramp3 25° and Ramp12 25° than in Ramp3 0° and Ramp12 0°.
The minimum VO, determined at the beginning of the protocol
(referred to as the VO, at rest) was essentially the same in all
protocols (mean: 43.6 & 3.9 mlkg~%7>min~!).

Observation of a VOg,eak Plateau as a

Function of the Exercise Protocol

As shown in Table 1, all mice displayed a VO, plateau for at least
30s during the Ramp3 0° and IP 25° protocols (mean plateau
duration: 57.5s &= 11.3 and 75 + 11.24s, respectively). During
other protocols, some (but not all) mice reached a VO, plateau
for at least 30 s (Table 1)
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FIGURE 1 | VO¢ok in each exercise protocol : one-year-old sedentary
FVB/N mice (n = 8) performed six exhaustive exercise protocols with a
treadmill slope of 25 or 0°. IP, an incremental protocol with a starting speed of
10m.min~" and an increment of 3m.min~" every 3min; Ramp3, a ramp
protocol with a starting speed of 3 m.min~" and an acceleration of 3 m.min™
(0.05 m.min~" .3*1); Ramp12, a ramp protocol with a starting speed of 3
m.min—" and an acceleration of 12 m.min—2 0.2 m.min~1.s~1 ) 8, a
significant difference between 25 and 0° for the same protocol (p < 0.05); *,
differs significantly from all other protocols (p < 0.05).
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TABLE 1 | Percentages of mice reaching a VO, plateau for least 30s, as
defined in the Methods section.

IP (%) Ramp3 (%) Ramp12 (%)
Slope of 0° 87.5 100 87.5
Slope of 25° 100 75 87.5

IP an incremental protocol with a starting speed of 10m.min~" and an increment of 3
m.min"" every 3min; Ramp3, a ramp protocol with a starting speed of 3m.min" and
an acceleration of 3m.min2 (0.05m.min"".s™'); Ramp12, a ramp protocol with a starting
speed of 3m.min"" and an acceleration of 12m.min (0.2m.min"".s™).
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Maximal Respiratory Exchange Ratio:
RERmax

There were no inter-test differences in RERy,x (Figure 2). For
Ramp3 0°, the mean RERp,x value was 1.06 & 0.01, and RERpax
was greater than 1.05 for seven of the eight mice.

Maximum Blood Lactate Concentration
[La]max Was above 6 mmoll~! for all mice and all protocols
(Figure 3). In the Ramp3 0° protocol, the mean [La]pyax was 13.80
=+ 0.34 and [La]max was greater than 12 mol.l7! for all mice.

Maximal Speed: Vimax

The Vmax of the mice was higher in the ramp protocols (54.88 +
4.57 m.min~! for Ramp12 0°; 46.34 + 2.45m.min"! for Ramp3
0°) than in the step protocol (IP 0°: 38.13 £ 1.79 m.min~!)
(Figure 4). For all three protocols, Vy,,x was higher with 0° than
with 25°.

Time to Exhaustion

As shown in Figure 5, the time to exhaustion was significantly
longer in IP 0° (29.33 £ 1.58 min) than in the two ramp
protocols. For example, the time to exhaustion in Ramp3 0°
(15.43 £ 0.8 min) was almost half that observed in IP 0°.

DISCUSSION

The present study in mice was designed to determine whether
(i) a continuous ramp protocol yielded a higher VOjpeqi than a
stepwise, incremental protocol, and (ii) the VO, measured in
the ramp protocol corresponded to VOzpax.

This is an important issue, given that mice are frequently
studied models in exercise physiology and that a variety of
exercise protocols have been applied in this context. Our main
findings were that a ramp protocol (with an acceleration of
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FIGURE 2 | RERmax in each exercise protocol. IP, an incremental protocol
with a starting speed of 10 m.min~" and an increment of 3m.min~" every
3min; Ramp3, a ramp protocol with a starting speed of 3 m.min~! and an
acceleration of 3m.min~2 (0.05 m.min~'.s~1); Ramp12, a ramp protocol with
a starting speed of 3m.min~! and an acceleration of 12 m.min~2 (0.2
m.min~1.s~ ).

3 m.min—2 and no treadmill slope) elicited a higher VOspeark
than an incremental protocol (regardless of slope), and that
the VOypea does appear to correspond to the VOomax (given
that a VO, plateau was observed and the secondary criteria
were met). The Ramp3 0° protocol is therefore relevant for the
determination of VO, ax inmice.

According to the literature data, VOpeqi in sedentary male
mice ranges from 47 to 94 mlkg=%7>.min~! (Dohm et al., 1994;
Schefer and Talan, 1996; Desai et al., 1999; Niebauer et al., 1999;
Kemi etal., 2002). Furthermore, no major gender differences have
been reported. Although gender differences have been observed
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FIGURE 3 | [Lalmax (measured 2 min after the end of the run) in each
exercise protocol. IP, an incremental protocol with a starting speed of
10m.min~ ! and an increment of 3m.min =" every 3min; Ramp3, a ramp
protocol with a starting speed of 3 m.min~ ! and an acceleration of 3m.min~
0.05 m.min~1.s=1); Ramp12, a ramp protocol with a starting speed of
3m.min~" and an acceleration of 12 m.min=2 (0.2 m.min~'.s~ 7).
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FIGURE 4 | Vmax in each exercise protocol. IP, an incremental protocol
with a starting speed of 10 m.min~" and an increment of 3 m.min~" every
3min; Ramp3, a ramp protocol with a starting speed of 3 m.min~! and an
acceleration of 3 m.min~2 (0.05 m.min~".s~"); Ramp12, a ramp protocol
with a starting speed of 3 m.min~" and an acceleration of 12 m.min~2 (0.2
m.min~" .3—1); §, a significant difference between 25 and 0° for the same
protocol (p < 0.05); *, differs significantly from all other protocols (p < 0.05).
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FIGURE 5 | Time to exhaustion. IP, an incremental protocol with a starting
speed of 10 m.min~! and an increment of 3m.min~"1 every 3min; Rampg3, a
ramp protocol with a starting speed of 3 m.min~" and an acceleration of 3
m.min~2 (0.05 m.min~'.s~1); Ramp12, a ramp protocol with a starting speed
of 3m.min~1 and an acceleration of 12 m.min—2 0.2 m.min~—1.s~1 ) 8, a
significant difference between 25 and 0° for the same protocol (p < 0.05); *,
differs significantly from all other protocols (o < 0.05).

for voluntary exercise (with young female mice running farther
and faster than young males Lightfoot et al, 2004; Bartling
et al., 2016), studies of forced exercise on a treadmill have
not evidenced gender differences for critical speed, maximum
distance (Billat et al., 2005; Lightfoot et al., 2007), or VOgpeax
in untrained mice (Kemi et al., 2002). Hence, we conclude
that aerobic capacity does not depend on gender in untrained
mice. Along with heterogeneity in the test protocols, several
other factors may influence the observed VOjpeqk. It has been
reported that VO,peqi falls from 79 mLkg™*7>.min~"! in young
adult (12-month-old) mice to 56 ml.kg_o'75.min_1 in elderly (24-
month-old) mice (Schefer and Talan, 1996). Thus, age differences
in various studies may account for some of the discrepancies
between reported VOypeai values. Moreover, the mouse’s level of
performance is known to depend on the strain (Lightfoot et al.,
2001; Billat et al., 2005). Given that VOjpeqi is considered to be an
indicator of performance, one can legitimately hypothesize that
this variable is also influenced by the strain of mouse studied.
The only study to date of VO,ak in FVB mice reported a value
corresponding to 60 mlLkg=*7>.min~! (Chow et al., 2007) which
falls within the range of values observed in the present study.
Hence, the choice of different strains may also account for some
of the discrepancies in VOspeqi values.

Furthermore, the impact of the exercise protocol used to
determine VOjpeq values in mice has not previously been
assessed. To the best of our knowledge, the only previous study
in this field focused on the effect of treadmill slope on VO;peqi in
an incremental protocol (Wisloff et al., 2001). We hypothesized
that the choice of exercise protocol would have a critical impact
on the measured VOype. For example, Kemi et al’s (2002)
study used an incremental protocol with an increment of 1.8
m.min~! every 2 min. They reported a mean VOzpeak value of
47 mLkg=%7>.min~! and a mean time to exhaustion of 30 min. In
contrast, Dohm et al. (1994) study used an incremental protocol
with an increment of 8.4 m.min~! every 2 min to obtain a mean
VOjpeak value of 94 mlkg™%7°.min~! and a time to exhaustion of

16 min. The results of the present study showed that the VO, peqi
value is protocol-dependent (p < 0.05). The highest value was
obtained in the Ramp3 0° protocol; hence, ramp protocols are
suitable for determining VOjpe in mice. Indeed, the ramp
protocol was associated with a shorter time to exhaustion (15 £
0.82min in Ramp3 0° and 30 &+ 1.51 min in IP 0°). This may
explain why VOypeax was higher in the Ramp3 0° protocol than
in the IP 0° protocol. In humans, a shorter time to exhaustion is
associated with a higher VOymax (Froelicher et al., 1974); this also
appears to be true in the mouse.

It has been demonstrated that VOppeqy is highest when the
treadmill slope is between 15 and 35° (Kemi et al, 2002).
Accordingly, we chose a value of 25°. This slope was associated
with significant differences in the measured VO, (relative
to the 0° condition, and for both the incremental protocol and
the ramp protocols). Interestingly, the IP 25° protocol yielded
a higher VO,peq value that the IP 0° protocol. This confirmed
the results of Kemi et al’s study of an incremental protocol
(2002). In contrast, VO;pca1c was lower for Ramp3 25° than for
Ramp3 0°. In exercising human (in whom energy expenditure
is mainly related to muscle work), concentric work requires 3-
to 5-fold more energy than the same amount of eccentric work.
The energy cost of running therefore depends on the relative
proportions of these two types of work, which in turn depends
on the slope; the steeper the slope at a given speed, the greater the
proportion of concentric work and thus the greater the energy
expenditure. (Minetti et al., 1993, 1994; Pringle et al., 2002).
This phenomenon seems to have occurred in the ramp protocols
because the mice attained a lower V.x when the treadmill
was inclined. Furthermore, running on a sloping treadmill may
recruit a greater muscle mass (Kemi et al., 2002). Consequently,
involvement of a greater muscle mass and a greater proportion
of concentric work in ramp protocols with slope might be
responsible for fatigue and thus a lower VOypeq. However, the
data collected in the present study did not enable us to confirm
this hypothesis. Furthermore, it is possible that use of a shallower
slope would have increased the concentric work without leading
to too much fatigue and thus would have yielded a higher VO,
value.

As well as being associated with the highest VOypeqr value,
the Ramp3 0° protocol produced a VOypmax plateau for which
two secondary criteria (the blood lactate concentration and the
RER) were fulfilled. Thus, a ramp protocol with an acceleration
of 3 m.min~2 and no slope enables the determination of the
VO2max in mice, according to the definition usually applied in
humans. Over the last 15 years, a number of researchers have
evaluated the influence of data sampling on changes over time
in VO, and the determination of VOypay in human (Astorino
et al., 2005; Midgley et al., 2006, 2007; Astorino, 2009). These
studies showed that averaging VO, over successive 15s periods
provided a more accurate measurement of VOzmax and increased
the likelihood of observing a VO, plateau. As breath-by-breath
sampling is not possible for mice in a metabolic chamber, we
used the device’s shortest sampling time (5s, ie., below the
maximum recommended value of 15s). Furthermore, very few
studies have focused on whether a VO, plateau (which defines
VO2max) can be observed in mice. Many researchers have not
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distinguished between VOjpear and VOzmax, and have defined
VOiomax in different ways. For example, Gebczynski defined
VO2max as the highest mean VO, value over 1 min (Gebczynski
and Konarzewski, 2009), and Ferreira et al. (2007) considered
that VOomax was equivalent to VOppeqi (Ferreira et al., 2007). In
contrast, some researchers have stated that VO,p,x corresponds
to the VO, plateau; unfortunately, the researchers evaluated the
VO, curve visually and did not define criteria for detecting a
plateau (Niebauer et al., 1999; Kemi et al., 2002). In 1955, Taylor
et al. stated that the change in VO, (AVO;) should be below
2.1mlkg'.min~! or 150 ml min~! for more than 30s if it is
to be considered as a VO plateau: (Billat et al., 2013). For
a sedentary subject, this AVO, represents around 5% of the
difference between the VO, measured at rest and VOjpax. In
view of our previous data in mice, (Mille-Hamard et al., 2012;
Mouisel et al., 2014) and studies indicating that there is not much
difference between VO, at rest and VOypeqx in mice (Ferreira
et al., 2007; Mazzucatto et al., 2014), we decided to reduce the
value of AVO,. Hence, in the present study, the VO, plateau was
determined when the VO, did not increase by more than 1% of
the difference between the VO, at rest and VOypeqi over a 30s
period, despite an increase in running speed.

Furthermore, Kemi et al. considered two of the secondary
criteria applied in human exercise tests. Given that non-invasive
measurement of the heart rate is not practical in mice, Kemi et al.
suggested that an RER > 1 and an [La]pay > 6mmoll™! can
be used to confirm the value of VOypx when a VO, plateau is
not observed (Kemi et al., 2002). Our present data on RERpax
and [La]pax suggest that the VOypay was attained by all the mice
during the Ramp3 0° protocol. The recorded values of RERyax
(mean: 1.06 & 0.01) and [La]max (>12 mmol.l™!) indicated that
exercise was strenuous. (Astorino, 2009).
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Article history: High intensity training (HIT) has been shown to improve maximal aerobic capacity and muscle protein synthesis
Received 22 January 2017 but has not yet been investigated in senescent rats. We hypothesized that the change of speed (acceleration) dur-

Received in revised form 26 April 2017
Accepted 1 May 2017
Available online 04 May 2017

ing each bout of HIT acts as a stimulus responsible for the adaptations of the organism to exercise. Twenty two
month-old (mo) rats (n = 13) were subjected to a short acceleration protocol (20-30 min) of exercise, compris-
ing 3 independent bouts of acceleration and compared to an age-matched sedentary group (n = 14). The proto-
Keywords: col was repeated twice a week for two months. Following the protocol, performance, cardiac function, muscle
Aging mechanics, and the cellular and molecular pathways that are implicated in exercise adaptations were investigat-

Exercise ed. This new training, comprising only 16 sessions, improved maximal oxygen uptake (VOxpeax; +6.6%, p <0.05),
Cardiac hypertrophy running distance (+ 95.2%; p < 0.001), speed (+29.7%; p < 0.01) and muscle function of 24 mo rats in only
Muscle 8 weeks. This new training protocol induced cardiac hypertrophy and improved fractional shortening (47.3%
Strength vs. 41.1% in the control group, p < 0.01) and ejection fraction. Moreover, it also improved the mechanics of skeletal

Maximal oxygen uptake muscle by increasing developed force (+31% vs. the control group, p < 0.05) and maximal mechanical efficiency,

activated the IGF1/mTOR/Akt pathway, and reduced the Smad2/3 pathway. Our results clearly show that the
change in speed is a stimulus to control cardiac and skeletal muscle mass. This acceleration-based training is
not time-consuming and may be adaptable for athletes, the elderly or chronic disease patients in order to im-
prove strength, oxidative capacity, and quality of life.

© 2017 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction efficacious and multifactorial intervention to improve health during

aging. Although endurance training improved peak oxygen uptake

Because population longevity in developed countries has consider-
ably increased in recent decades, the concept of “aging well and remain-
ing healthy” has become a societal challenge. Age-related decreases in
maximal oxygen uptake (VO,max) and sarcopenia, characterized by
muscle mass loss and a decrease in strength and performance are two
predictors of mortality in elderly people (Filippin et al., 2015;
Laukkanen et al., 2001). Physical exercise is the most accessible,
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(VOzpeak) and oxidative metabolism, it does not seem to be effective
against sarcopenia and is very time consuming (1 h/day for at least
7 w (Witard et al., 2016). High intensity training (HIT) and resistance
training increased V O, pear, maximized skeletal muscle size by increas-
ing protein synthesis, and improved muscle strength (Betik et al.,
2009; Hwang et al., 2016; Witard et al., 2016). However, the required
time and frequency of training sessions remains high (>40 min/day,
>3 days/week) and may demotivate the people from performing regu-
lar, structured weekly exercise.

We then hypothesized that the change of speed during training,
rather than the duration or the intensity of training itself, could be the
main stimulus of exercise-induced physiological and molecular adapta-
tions during aging. In order to test this hypothesis, senescent rats were
submitted to a new training program composed of short bouts of
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acceleration, repeated twice a week for two months. Following this, we
examined \'/Ozpeak, maximal running speed and distance, cardiac func-
tion, and both muscle mechanics and cellular and molecular pathways
reported to be implicated in exercise adaptations in skeletal muscle.

2. Materials and methods

2.1. Animals, training in acceleration, and evaluation of maximal oxygen
uptake

Twenty one month old (mo) male Wistar rats from Janvier Labs (Le
Genest Saint-Isle, France) were acclimatized for 2 w under constant
conditions of temperature (22 + 2 °C), with free access to a standard
diet and water, and a 12:12 light-dark cycle. The rats were then familiar-
ized with walking (5 min at 7 m min~!, 2 times/week for 2 w) on a
motor-driven treadmill (1050-G3-Exer 3/6 Treadmill, Columbus Instru-
ments, OH) for 2 w. All experimental procedures were conducted in ac-
cordance with Directive 2010/63/EU of the European Parliament and of
the Council of 22 September 2010 on the protection of animals used for
scientific purposes, and approved by our institution's regional Ethics
Committee for animal studies.

At 22 months of age, rats were randomly assigned to either a seden-
tary control (control group; n = 14) or acceleration trained (trained
group; n = 13) group. An incremental exercise test to measure
V Ospeak as well as maximal running speed and distance was performed
at week 0 using a one-lane treadmill allowing gas exchange measure-
ments (Rat Modular Treadmill, Columbus Instruments, OH). After
8 min recording at rest, the treadmill velocity increased by 4 m min~"
every 3 min until the rat ran to exhaustion. Gas samples were taken
every 5 s to measure oxygen fraction using a gas analyzer (Columbus In-
struments, OH) and oxygen uptake was calculated, as previously report-
ed (Betik et al., 2009). Then, for a period of 8 weeks, the sedentary group
walked on the treadmill for 10 min at 7 m min™ ' one time a week, while
the trained group was subjected to acceleration training until exhaustion
(3 increasing accelerations: 1.5 m min~2, 3 m min~2 and 6 m min 2
with 2 sessions/week), automatically controlled by treadmill control
software (Exer 3/6 Treadmill software, Columbus Instruments, OH),
with an interval of 30 min of rest between each acceleration (Niel
et al., 2016). Three rats from the control group with low \'lozpeak died
during the first 2 weeks of the protocol. Both the sedentary and the
trained groups were subjected again to an incremental exercise test to
measure VOxpe,i, Maximal speed, and maximal distance at weeks 2, 4,
6 and 8 to evaluate the efficiency of our new method of training.

2.2. Echocardiography and tissue collection

At 24 mo, transthoracic echocardiography was performed in seden-
tary (n = 11) and trained (n = 13) rats, slightly anesthetized with 2%
sevoflurane (SevoFlo®, Abbott, Rungis, France) in oxygen, as previously
reported (Carillion et al., 2015). The left ventricular (LV) ejection frac-
tion, LV fractional shortening and LV wall thicknesses were measured
using M-mode recordings in a modified short axis view and modified
parasternal long-axis electrocardiogram kilohertz-based visualization
loops via Simpson's method. The LV wall thickness to radius ratio (h/r
ratio) was calculated.

Rats were euthanized with sodium pentobarbital (70 mg/kg intra-
peritoneally) and muscle strips from the median gastrocnemius and so-
leus muscles were carefully dissected in situ to study muscle mechanics.
A part of the remaining skeletal muscles were frozen in liquid nitrogen
for quantification of proteins by Reverse Phase Protein Array (RPPA).

2.3. Muscle mechanics and energetics
Gastrocnemius and soleus muscle strips were rapidly mounted in

a tissue chamber containing a Krebs-Henseleit solution (2.5 mM CaCl,,
45 mM glucose, 27 °C, pH = 7.4) and then attached to an

electromagnetic force transducer and field-stimulated, as previously de-
scribed (Carreira et al., 2014). Maximum tetanic isometric tension was
achieved at a stimulation frequency of 100 Hz with a train duration of
250 ms for gastrocnemius and of 500 ms for soleus. After a 30 min stabi-
lization period, peak shortening velocity (Viax), the extent of shorten-
ing (AL), and the active force (AF) normalized to cross-sectional area
(S) were measured, as previously reported (Carreira et al., 2014).

Huxley's equations were used to determine the rate of mechanical
work (Wy) and the total rate of energy released (E), as previously
reported (Lecarpentier et al., 1998). At any given load level, the mechan-
ical efficiency (Eff) of the muscle was calculated as the ratio of the rate of
mechanical work (W) to the total rate of energy released (E): Eff =
W/E. The peak maximal efficiency (Eff,,.) is defined as the maximal
value of Eff.

2.4. Reverse phase protein array (RPPA)

RPPA (Akbani et al., 2014) was used to quantify different protein
markers of cellular pathways in soleus and gastrocnemius samples. This
technology can detect femtomoles of protein with coefficients of varia-
tions as low as 5-10% (Dupuy et al.,, 2009; Troncale et al,, 2012).

Protein extraction was performed as previously described
(Rondeau et al., 2015). Five serial sample dilutions, ranging from
2000 to 125 pg ml™', with two replicates per dilution, were printed
for each sample onto nitrocellulose-covered slides (Supernova, Grace
Biolabs, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) using a dedicat-
ed arrayer (2470 arrayer, Aushon Biosystems, Billerica, MA, USA).
Arrays were labeled with specific antibodies recognizing studied pro-
teins (see Supplementary Table S1 for the list of antibody references)
or without primary antibody (negative control), using an Autostainer
Plus (Dako, Glostrup, Denmark) and then with horseradish peroxidase-
coupled secondary antibodies (Jackson ImmunoResearch Laboratories,
Newmarket, UK) (Rondeau et al., 2015). All primary antibodies used in
RPPA had been previously tested by western blotting to assess their spec-
ificity for the protein of interest. To amplify the signal, slides were incu-
bated with Bio-Rad Amplification Reagent (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA) (Rondeau et al., 2015). The arrays were then probed with
IRDye 800CW Streptavidin (LiCOR). For staining of total protein, arrays
were incubated 5 min in 0.000005% fast green FCF (Sigma-Aldrich)
(Rondeau et al., 2015). The processed slides were dried by centrifugation
and scanned using an Innoscan 710-AL microarray scanner (Innopsys,
Carbonne, France). Spot intensity was determined with the MicroVigene
software (VigeneTech Inc., Carlisle, MA). Raw data were normalized
using Normacurve (Troncale et al., 2012), which normalizes for fluores-
cent background per spot, a total protein stain, and potential spatial bias
on the slide. The signal transduction pathways were generated through
the use of Ingenuity® Pathway Analysis (IPA®) (Quiagen, Les Ulis,
France) from RPPA data.

2.5. Statistical analysis

Data were expressed as mean 4 SEM and tested for distribution nor-
mality using Shapiro-R 3.2.2 software. Statistical analyses were then
performed, using an unpaired two-tailed t-test for comparison between
groups, and one-way analysis of variance, followed by the Newman-
Keuls post hoc test for comparison among the same group with
GraphPad Prism 5.00 software (San Diego, California, USA). All p values
were two-tailed and p < 0.05 was considered significant.

3. Results

3.1. Acceleration-based training improves VOzpeqr as well as maximal
running speed and distance

The death of 3 control rats with low VO,peak at the beginning of the
protocol, and the removing of the corresponding v Oxpeak data in the
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control group led to a nonsignificant lower v O,peay in trained rats as In the control group, no change in VOypeax Was observed during the
compared to controls at week 0 (p = 0.08) as well during the following 8 weeks of the protocol. It is apparent, however, that the maximal run-
weeks. All comparisons of the effects of acceleration-based training ning speed and distance between week 0 and 2 were slightly increased
were performed among the same experimental group. by 8.9% (p < 0.01) and 25.1% (p < 0.01) respectively, probably because
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Fig. 1. Maximal running speed (A), maximal running distance (B) and Vv Ozpeax (C) achieved in incremental tests and body weight (D) at week 0 before the start of training and then after 2,
4,6 and 8 weeks for control and trained groups. Data are presented as mean + SEM. “p < 0.05, **p value < 0.01, “*p < 0.001 vs week 0 of the same experimental group; 'p <0.05, T'p <0.01 vs
week 2 of the same experimental group.



74

the animals became habituated to the treadmill. However, running
speed did not result in any further increase between week 2 and week
8, and running distance returned to the week O value at week 8
(Fig. 1A and B). Body weight was slightly increased in control rats
(+3.7%, p < 0.05) probably resulting from the sedentariness of control
rats added to the continuous growing of body weight in Wistar rats be-
tween 22 and 24 mo.

In trained rats, maximal running distance, maximal running speed
and VOapeax (Fig. 1A, B and C, respectively) increased during the
acceleration-based training. At weeks 6 and 8, \’/OzPeak was increased
by 5.7% and 6.6% respectively (p < 0.05), as compared to week O
(Fig. 1C). Running speed at V Oxpeax Was increased by 13.4% (p < 0.01),
25.2% (p <0.001), 20.8% (p < 0.001) and 29.7% (p < 0.001) at weeks 2,
4, 6 and 8 vs. week O (Fig. 1B). Running distance was increased from
39.1% (p < 0.01), 82.7% (p < 0.001), 82.6% (p < 0.001), and 95.1% (p <
0.001) at weeks 2, 4, 6 and 8 vs. week 0 (Fig. 1A). Acceleration-based
training prevented the age-related growing in body weight in Wistar
rats (Fig. 1D).

3.2. Acceleration-based training improves cardiac function

Echocardiographic measurements showed that our model of train-
ing induced thickening of the cardiac wall (Fig. 2). Both the interventric-
ular septum and the LV posterior wall thicknesses in diastole were
increased in senescent trained rats, compared with the control group
(Fig. 2B). This training-associated hypertrophy is concentric, as indicat-
ed by the enhanced h/r ratio (0.53 vs. 041 in control rats) (Fig. 2B).

While the heart rate did not vary between groups, both the LV
ejection fraction (+8.7%; p < 0.05) and the LV fractional shortening
(+15.1%; p < 0.01) increased in senescent trained rats as compared to
control animals (Fig. 2B).
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3.3. Acceleration-based training improves muscle mechanical efficiency

Measurements of muscle mechanics showed that strength (p < 0.05)
(Fig. 3A) and maximal mechanical efficiency (Fig. 3A) (p < 0.05) of soleus
from trained rats were significantly higher than those of control rats.
Trained gastrocnemius muscle only exhibited a higher maximal me-
chanical efficiency (Fig.3A) (p < 0.01) when compared to control.
Peak shortening velocity (Vinax) was unchanged by training (Fig. 3A).

3.4. Phospho-Smad2/3 and IGF1 receptor/mTOR/Phospho-Akt are inversely
modulated by acceleration-based training

Analysis of signaling molecules using RPPA showed that the main
fold protein changes were Phospho-Smad2/3 (0.6), FOXO3/FKHLR1
(0.7), IGF1 Receptor (IGF1R) P (1.6), Phospho-Akt (ser 473) (1.5) and
Bcl-xL (0.7) in trained vs. control soleus muscles ( Fig. 3B). In trained
vs. control gastrocnemius muscles, the main fold protein changes were
Phospho-Smad2/Smad3 (0.7), FOXO3a/FKHLR1 (0.7), Phospho-Akt ser
473 (2.0), IGF-1 R 3 (1.7), Phospho-mTOR (1.6), 1B c (1.6), Phospho-
NF&B (1.4), Phospho-VEGFR2 (1.3), TAB2 (1.3), FOXO1 (1.3), HSP70-
1A (1.2), Cleaved Notch1 (1.2) and CaMKII (0.8) (Fig. 3B).

Although most individual proteins did not reach significance in our
analyses due to the small study size, they reveal interesting signaling
patterns when taken together. To illustrate this, a scheme using protein
fold change and individual relationships curated from the literature
was constructed using [PA® (Fig. 3C). As shown in Fig. 3C, the IGF1R
{3/Phospho-mTOR/Phospho-Akt pathway was up-regulated in gastroc-
nemius and to a lesser extent in soleus muscle; Phospho-Smad2/
Smad3, which can act as an inhibitor of Akt, was down-regulated in
both muscles.
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Fig. 2. A. representative M-mode echocardiography of a control and trained rat hearts. B. echocardiographic measurements of interventricular septum thickness (IVST) in diastole, left
ventricular posterior wall thickness in diastole (LVPWT) in diastole, thickness/radius (h/r) ratio, the heart rate (HR), the ejection fraction (EF) and the fractional shortening (FS) in
control and trained rats. All results are the mean of at least three separate cardiac cycles. The percent fractional shortening was calculated from M-mode measurements as follows:

% Fractional shortening = 100 [(LV end-diastolic diameter - LV end-systolic diameter)/LV end-diastolic diameter]. “p < 0.05, ““p < 0.01 and

Fxk

p < 0.001 vs control group.
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Fig. 3. A. peak shortening velocity (Vimax), active force normalized to cross-sectional area (AF/S) and maximal mechanical efficiency (Eff,,.«) in gastrocnemius and soleus muscles. “p < 0.05,
**p <0.01 vs control group. B. Signaling molecules investigated in soleus and gastrocnemius muscle extracts using reverse phase protein assay (RPPA). C. Schematic representations of fold
changes measured in soleus and gastrocnemius muscles between signaling molecules using IPA®. The green color represent a fold change superior to one compared to control and the color
red represent a fold change inferior to one compared to control. The intensity of the color is proportional to the fold change value.

4. Discussion

In senescent rats, our new model of acceleration-based training im-
proves performance, oxidative capacity, cardiac function, and skeletal
muscle mechanics with 20-30 min of training, divided into three
bouts performed during the day, 2 days a week, for 2 months. Our re-
sults show that acceleration is an important stimulus of training. It is
able to induce adaptive cardiac hypertrophy and molecular adaptations
to training in skeletal muscle, such as activation of the IGF1R/Akt/mTOR
and NF«B pathways, and a decrease in Phospho-Smad2/Smad3 protein
level.

The improvement in \'/Ozpeak in senescent rats in only 6 weeks' time
with our training protocol is an important finding for two reasons: first,
the age-associated decrease in maximal aerobic power can severely
limit physical performance; second, it is correlated with mortality
(Hawkins and Wiswell, 2003). Using a meta-analysis, Huang et al.
(2005) reported that three sessions of moderate intensity per week
(between 60% and 70% of VOymax) for 20 weeks are needed in older
humans to improve V O,.x. Further to this, we recently demonstrated
that the increase in VO  is possible in a 105-year-old man trained
with HIT cycling (Billat et al., 2016). Our results support previous find-
ings regarding HIT. HIT with exercise sessions of 15 bouts of 30 s, each
at an intensity of 90%-95% of the maximal heart rate, can also improve

VOymax in young people (Arboleda Serna et al., 2016). Running speed
and distance were increased in only four weeks in our study, but a HIT
regimen improved performance after only five exercise sessions in
mice (Niel et al., 2016). These results suggest that acceleration-based
training induces both cardiovascular and muscular adaptations. In
light of our original hypothesis, which focused on a short period of ac-
celeration, these results could be explained by the multiple changes in
speed between intensity interval training bouts.

Acceleration-based training induces physiological cardiac remodel-
ing characterized by a concentric hypertrophy and increased systolic
function assessed by both fractional shortening and ejection fraction.
Such an increase in left ventricular wall thickness, also reported after re-
sistance training (Barauna et al., 2008), occurs by repeated elevations of
arterial pressure during exercise sessions. In young rats, cardiac hyper-
trophy induced by resistance training results from direct activation of
the AT1 receptor expression by mechanical load through local activation
of the renin-angiotensin system (Barauna et al., 2008). However, many
other molecular pathways proposed for HIT-induced cardiac hypertro-
phy may be involved in the improved pump function, such as im-
provement in cardiomyocyte calcium handling, and/or activation of
PI3K/Akt/mTOR, HSP70, and MEF2 signaling (Wisloff et al., 2009). All
these pathways remain to be investigated in our training model, espe-
cially during aging.
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The decrease in mechanical efficiency has been reported to be di-
rectly related to the loss of fast type fibers (Lecarpentier et al., 1998),
which has been shown to be involved in senescence-induced skeletal
muscle sarcopenia (Witard et al., 2016). Our results show a higher me-
chanical efficiency in both the soleus and the gastrocnemius muscles,
suggesting that acceleration-based training could reduce this loss. Skel-
etal muscle strength depends on both muscle typology and fiber size.
The higher strength of trained soleus suggests a higher number of fast fi-
bers or a higher muscle fiber size. Further investigation is needed to
clarify this point and to understand the molecular mechanisms in-
volved. The causes of sarcopenia during skeletal aging are multifactorial
and complex. Inflammation, oxidative stress, hormones, protein synthe-
sis, and DNA damage are interrelated to induce muscle aging. In order to
identify the factor by which acceleration-based training can counteract
the effects of aging, we screened the expression of different signaling
molecules using RPPA.

Our results largely suggest that our new acceleration-based training
is able to activate the IGF1R/Akt/mTOR pathway, as previously reported
after resistance training and HIT (Coffey and Hawley, 2007; Kim and Yji,
2015). In gastrocnemius, the IGF1R/Akt/mTOR pathway is up-regulated
to a greater extent than in soleus, whereas developed tension is not
yet increased after training, in contrast to soleus. These results suggest
that molecular mechanisms leading to muscle hypertrophy are in prog-
ress, whereas in soleus adaptive hypertrophy is completed. Moreover,
Phospho-Smad2/3 in both trained soleus (p = 0.02) and gastrocnemius
(p = 0.08) was lower compared to control muscles. The inhibition of
Akt by Smad2/Smad3 has been largely implicated in cancer-induced ca-
chexia (Sakuma et al., 2015). In addition, myostatin and TGF-{3, which
play central roles in muscle remodeling after resistance training, could
inhibit Akt through Smad2/Smad3 (Gumucio et al., 2015). Furthermore,
IkB a0 and Phospho-NF«B were up-regulated after training, indicating
that inflammation might also be implicated. RPPA highlighted several
pathways that can be triggered by acceleration; however, further inves-
tigation is clearly required to clarify the mechanisms involved.

In conclusion, we proposed a new mode of training based on accel-
eration, which can counterbalance age-associated impairment in
VOamax and trigger cellular and molecular mechanisms leading to im-
provement of cardiac and skeletal function. Change of speed might be
an important stimulus for biological adaptations to training rather
than duration and intensity and has to be taken into consideration
when preparing personalized protocols of training in elderly. Moreover,
such short training could be an easy long term training in order to
“aging well” and remaining healthy.

Supplementary data to this article can be found online at http://dx.
doi.org/10.1016/j.exger.2017.05.002.
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