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Introduction

D’apres I'OMS (Organisation Mondiale de la Santé) en 2016, le diabéte est un
probleme majeur de santé publique, qui touche 422 millions de personnes. En 2030, il
pourrait devenir la 7°™ cause de mortalité mondiale. Cette pathologie se définit comme un
trouble du métabolisme de I'insuline et du glucose.

Nous distinguons deux types de diabéte : le diabéte de type 1 (DT1) et le diabéte de
type 2 (DT2, qui représente 90% des cas diabétiques). Le DT1 se caractérise par la
destruction des cellules pancréatiques, puis une production insuffisante d’insuline
(insulinopénie), ensuite une hyperglycémie chronique et une atrophie musculaire. Dans le
DT2, la pathologie s’installe selon ces différentes phases: un développement du tissu
adipeux, puis une altération de la sensibilité des tissus (foie, tissus adipeux et musculaires) a
I'insuline (insulino-résistance) et une intolérance au glucose (glucotoxicité) et enfin une
hyperglycémie chronique (Widmaier et al, 2009-Jerkovic et al, 2009-Kassab et al, 2003).
Lorsque le DT2 persiste sur plusieurs années, il induit des complications périphériques
(Musculaires) (Karen Geoffroy, 2005-Kassab et al, 2003). Ces complications métaboliques
sont associées a linstallation d’un stress inflammatoire et un stress oxydant chronique
systémique (Bernard Catherine et al, 2013). Au niveau musculaire, ces altérations
engendrent une protéolyse myofibrillaire excessive et une inhibition des voies de
protéosynthése (Perry et al, 2016). Ces mécanismes créent une fragilité musculaire, qui a
terme engendre une altération de la masse musculaire appelée atrophie musculaire (DT1).
Les risques de dommages musculaires sont alors augmentés chez les diabétiques (Schiaffino
et al, 2008- Jerkovic et al, 2009).

De nombreuses recherches sont mobilisées pour lutter activement contre cette
pathologie : des moyens médicamenteux et des thérapies non médicamenteuses (souvent
complémentaires) comme ['activité physique et les compléments alimentaires ou des
ingrédients biologiquement actifs ayant des vertus antioxydantes, anti-inflammatoires et
insulino-sensibilisantes. En effet, I'entrailnement a des effets positifs sur cette pathologie.
Dans ce contexte pro-inflammatoire et oxydatif, un exercice inhabituel a composante
excentrique accentue les dommages musculaires contrairement a un entrainement régulier
chez les diabétiques (Teixeira de Lemos et al, 2012). C’est pourquoi, la combinaison de
I'exercice avec un complément alimentaire ayant des propriétés antioxydantes et anti-
inflammatoires pourrait contrebalancer les effets négatifs liés a ce type d’exercice.

Or la spiruline ou Arthrospira est composée de nombreux éléments essentiels
intéressants pour notre organisme et ce contexte : des protéines, des oligosaccharides, des
acides gras protecteurs, des vitamines, des minéraux... (Shabana et al, 2016-Jean Dupire,
2011). Différentes études ont mis en lumiére les propriétés antioxydantes et anti-
inflammatoires de la spiruline, qui pourrait limiter les facteurs stimulant la protéolyse et
diminuant la synthése protéique (Deng & Chow, 2010-Chen & Kotani, 2016). De plus cette
micro-algue d’eau douce est riche en acides aminés lui conférant un réle potentiellement
intéressant dans la protéosynthése (Stefanetti et al, 2014). L'ensemble de ces qualités font
de la spiruline un potentiel acteur thérapeutique contre les dommages musculaires, utiles a
la récupération musculaire post-exercice.

Afin d’étudier I'impact de la spiruline sur les dommages musculaires, nous avons
utilisé un modeéle de rat traité a la streptozotocine (STZ) s’apparentant a un modele de rat



DT1. Certains de ces animaux ont également subi un exercice dommageable afin d’accentuer
I'altération des fibres musculaires dans le but de percevoir les effets potentiellement
bénéfiques de la spiruline sur I'atrophie musculaire via une modification de la balance
protéique (protéolyse/protéosynthése)



REVUE DE LITTERATURE

1- Diabete
1.1) Types de diabéte

La pathologie du diabete se décline sous deux formes : le DT1 et le DT2 (Kassab et al,
2003). Majoritairement, le DT1 apparait avant 30 ans chez les sujets jeunes (Karen Geoffroy,
2005). Lors de cette pathologie auto-immune, l'infiltration de leucocytes (Macrophages et
lymphocytes) détruit les cellules sécrétrices de I'insuline appelées cellules  des ilots de
Langerhans, provoquant des troubles de la sécrétion d’insuline. Cette absence d’insuline
induit des troubles du métabolisme glucolipidique et des perturbations du métabolisme
protéique (Widmaier et al, 2009-Jerkovic et al, 2009). Le DT2 survient majoritairement aprés
40-50 ans, notamment chez les sujets en surpoids ou obéses. Les diabétiques de type 2
présentent une déficience du systeme de reconnaissance du glucose et plusieurs anomalies
interdépendantes : une insulino-résistance (IR), un déficit de l'insulino-sécrétion et une
détérioration progressive des cellules B du pancréas et de leur fonction (insulinopénie,
représentée au cours du temps, Cf. en Annexes Figure 1, Yang et al, 2014) (Bernard
Catherine et al, 2013-Kassab et al, 2003).

1.2) Modéles de rats diabétiques

Les modeles animaux permettant d’étudier les dysfonctionnements liés a cette
pathologie et leurs mécanismes sont tres variés. Le modele murin est majoritairement utilisé
car il possede une grande similitude génétique avec I'humain (99% de genes exprimés dans
les deux espéces, sur 30 000 genes exprimés par les deux especes, seulement 300 sont
différents), se reproduit trés facilement (nombre d’animaux) et il est facile a utiliser
(contrairement a des primates par exemple). Le modéle rongeur semble le plus facile, bien
qu’il soit moins propre que des modeles porcins, canins ou de primates.

Différents modeles de rongeurs diabétiques existent, des modeles génétiquement
modifiés (Rat BBZDR/Worchester, Zucker diabetic fatty rat), ou des animaux nourris avec un
régime enrichi en lipides et/ou en sucres pendant plusieurs semaines (modeéles « High-fat
diet-fed »). D’autres modeles utilisent des substances pharmacologiques comme [|'alloxane
ou la streptozotocine (STZ) (Wattiez et al, 2012). Selon la dose de substance chimique
utilisée, le phénotype pathologique peut varier. En effet, sur des modeles murins, I'injection
intrapéritonéale de STZ a forte dose (60-100 mg/kg) induit un phénotype de DT1, tandis
qu’une faible dose (20-30 mg/kg) s’apparente plus au DT2 (Akbarzadeh et al, 2007). Une
telle substance (DT1) provoque une hyperglycémie associée a une perte de masse corporelle
(majoritairement en lien avec une atrophie musculaire et des pertes hydriques importantes),
une hypo insulinémie, un stress oxydant (oxydation des protéines, des lipides et des acides
nucléiques), un état pro-inflammatoire ainsi que de nombreux dommages en particulier des
dommages musculaires (Cf. en Annexes Figure 2). Elle permet donc de développer un
modele d’étude dans un contexte pro-oxydant et pro-inflammatoire associé a des
dysfonctionnements insuliniques a I'origine de perturbations du métabolisme musculaire
(Diab et al, 2015-Rashid et al, 2015-Akbarzadeh et al, 2007). Cette perturbation des



métabolismes glucidiques et protéiques est a lorigine d’une atrophie musculaire
caractéristique et d’une structure musculaire particulierement fragile (Perry et al, 2016).

2- Masse musculaire, taille des fibres, balance protéique et diabete

Les diabétiques (DT1 et DT2 dans les dernieres phases) montrent une atrophie
musculaire, représentée par une diminution de la masse des muscles ainsi que la surface de
section des fibres musculaires (Perry et al, 2016- Acevedo et al, 2017). Ces phénoménes sont
en lien avec une dérégulation de la balance protéique, résultant d’'un déséquilibre entre la
protéosynthése et la protéolyse (Jerkovic et al, 2009).

Chez les sujets sains, les mécanismes de protéosynthése sont sous la dépendance de
la protéine IGF-1 (Insulin-like Growth Factor 1) et de l'insuline. L'insuline et IGF-1 active les
résidus sérines: IRS-1/2 (Insulin Receptor Substrate-1/2). Son activation engendre la
phosphorylation et I'activation de Akt (Phosphokinase B), qui active a son tour mTORC1
(Mammalian Target Of RapamyaCin 1) et déclenche la voie de synthése protéique. De plus,
un acide aminé appelé leucine stimule aussi mTORC1 via des voies de signalisation
inconnues et diminue faiblement la dégradation protéique (Mosoni, 2014). Dans le modele
diabétique, en particulier STZ, la protéosynthese est réduite via la surproduction de radicaux
libres et les perturbations de la voie de l'insuline. En changeant I'activité de mTORC1, ces
facteurs perturbent sa voie de signalisation, diminuant l'initiation et I'élongation de la
traduction protéique et de la biogenese ribosomale. En effet, le diabéete altérerait la
protéosynthése en réduisant la phosphorylation de 4E-Binding Protein 1 (Perry et al, 2016).
De plus, les dérivés sphingolipidiques comme les céramides (Cer) altérent la protéosynthese
via la voie de l'insuline en réduisant la phosphorylation de Akt. Mais les données relatant le
réle des Cer dans le muscle restent encore a développer (Joffrey De Larichaudy, 2012).

Chez le sujet sain, la protéolyse est sous la dépendance de plusieurs mécanismes
d’action en particulier le systeme ubiquitine-protéasome, les caspases, 'autophagie... Chez
le sujet diabétique, la protéolyse est activée par plusieurs facteurs cataboliques comme la
caspase 3, le systeme ubiquitine-protéasome, les voies de signalisation des cytokines pro-
inflammatoires (IL1p (Interleukine 1 béta), IL6 (Interleukine 6), TNFo (Tumor Necrosis Factor
alpha)), du stress oxydant via les glucocorticoides (cortisol), les perturbations de la voie de
l'insuline et I'hyperglycémie (Perry et al, 2016-Mosoni, 2014). En I'absence de Ia
phosphorylation de Akt, les FOXO migrent dans le noyau et activent la transcription FoXO 1
et 3a (Forkhead box O transcription factor 1 et 3a), qui provoquent l'activation de trois
atrogenes responsables de la dégradation protéique myofibrillaire : ['ubiquitine ligase E3,
MuRF1 (Muscle RING Finger 1) et I'atrogine 1 (Perry et al, 2016). Le contexte pro-oxydant et
pro-inflammatoire active FoXO via la protéine NF-kB (Nuclear Factor kappa B), TNFo. comme
le montre la figure ci-dessous (Cf. Figure 3). Parmi les facteurs pro-inflammatoires, nous
pouvons noter la voie JNK (Jun amino-terminal kinases)-MAPKp38 (Mitogen-Actived Protein
Kinases p38), la libération d’IFNy (InterFeroN gamma) et d’IKB (Inhibitor of kappa B (ou IKK
a/PB)) (Nicolau et al, 2016). De plus, ces phénomenes sont amplifiés par la présence de
protéines glyquées, des phénomenes de glycation eux-mémes en lien avec I’hyperglycémie
chronique (D. Bonnefont-Rousselot et al, 2004).

Ainsi le diabéte joue un role délétere dans la balance protéique, a savoir dans
I'altération des processus de protéosynthese et |'activation majeure de la dégradation
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protéique grace a certains facteurs comme les cytokines pro-inflammatoires et le stress
oxydant (Perry et al, 2016).
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Figure 3 : Voies de signalisation de I'atrophie musculaire et de I'insuline chez les diabétiques
(Modifié d’apres Perry et al, 2016)

2.1) Inflammation, balance protéique et diabéte

Les diabétiques présentent un état inflammatoire chronique de bas grade. Ces
phénomenes favorisent l'insulino-résistance dans le muscle squelettique. En effet, les
cytokines pro-inflammatoires comme TNFa, IL6, CRP (C-Reactive Protein) ou IL1p bloquent
la phosphorylation d'étapes clés de la voie insulinique notamment au niveau IRS1/2 et Akt.
CRP est stimulée via IL6 d’origine pro-inflammatoire et TNFa. Au sein du tissu adipeux, elles
sont surexprimées puis relarguées dans le sang et exercent enfin leurs effets sur les cellules
cibles comme les tissus musculaires (Perry et al, 2016-Khalkhal et al, 2012). L’augmentation
des cytokines résulte de l'infiltration des macrophages au sein des tissus cibles (Khalkhal et
al, 2012). Plusieurs études menées chez des rats obeses et diabétiques montrent une
élévation des niveaux des concentrations plasmatiques des cytokines d’origine musculaire
(IL1p (De 120 a 400 pg/mL), IL6 (De 40 a 110 pg/mL), IL10 (De 55 a 90 pg/mL), IFN (De 25 a
50 pg/mL), TNFo. (De 14 a 70 pg/mL)) (Acevedo et al, 2017-Yang et al, 2014).

Les cytokines pro-inflammatoires activent la voie de signalisation JNK-MAPKp38 puis
celle de NF-kB, qui inhibe IRS1/2. De plus, la formation de Cer intramusculaires stimule
IKKo/B provoquant I'activation de NF-kB, ce qui auto entretient ce phénomene. En outre,
TNFa stimule la voie de SOCS3 (Suppressor Of Cytokine Signaling 3) et baisse la voie de
PPARy (Peroxisome Proliferator Activated Receptor gamma), qui perturbent aussi la voie de
signalisation de l'insuline. La perturbation de la voie des PPARs engendre |'inactivation des
genes codant pour I'adiponectine. Cette inactivation de I’adiponectine diminue la sensibilité
a linsuline musculaire (Nicolau et al, 2016-Perry et al, 2016). Les taux diminuant
d’adiponectine, I'utilisation du glucose n’est plus stimulée, ainsi que I'oxydation des acides
gras (AG), ce qui limite le réle anti-inflammatoire de I'adiponectine dans les muscles (Naomi
Brooks et al, 2007). IL6 déclenche I'activation de SOCS3 via la voie JAK/STAT3 (Janus

11




kinase/Signal transducer and activator of transcription 3). En paralléle, la fixation de TNFa.
sur son récepteur TNFaRI (TNFR2) génére la formation de Cer. La surproduction de Cer
intramusculaires entraine un état inflammatoire, via la voie de signalisation ARA/COX2
(Acide ARachidonique/Cyclo-OXygénase 2), qui produit les composés néfastes comme les
LeucoTrienes B4 (LTB4) ou les ProstaGlandines 2 (PGE2) (Perry et al, 2016). Or les LTB4
augmentent I'expression de genes inflammatoire codant pour TNFa, IL6, MCP1 (Monocyte
Chimoattractant Protein 1) (Cf. Figure 4 ci-dessous) (Li et al, 2015). Tous ces phénoménes
concourent a un cercle vicieux inflammatoire.

Tous ces processus inflammatoires inhibent la phosphorylation des résidus sérines
IRS et donc la réduction de la voie PI3K-Akt (Phosphatldylinositol 3 Kinase), qui limite le
transport du glucose via les GLUTs (GLUT4 : Transporteur de Glucose 4) créant une surcharge
glucidique et lipidique au sein des cellules musculaires et dans le plasma. L’hyperglycémie
induit une intolérance au glucose (Glucotoxicité), au lipide (Lipotoxicité) et une IR.
L’élévation des Acides Gras Non Estérifiés (AGNE), des AG acyl CoA issus de la dégradation
des AG, des DiAcylglycérols (DAG) et des Cer jouent alors un role indirect dans la progression
de la perte de sensibilité des tissus. Les Cer se révelent le premier inducteur d'insulino-
résistance (Nicolau et al, 2016-Perry et al, 2016).

Extracellulaire Légende ; " Stimule/active
Cytokines pro-inflammatoires e 4{ Ini:::)ue factiv
2 Glucose IL1B | - GLUT4 : Transporteur de glucose 4

000 -AS160 : Akt substrate of 160 kDa
-1RS1/2 : Insulin receptor substrate 1/2
- PI3K : Phosphatidylinositol 3 kinase
- PKB (ou Akt) : Protein kinase B
| ! -mTORC1 : Mammalian target of rapamyacin 1
N-SMase H i - P70S6K : Phospho-p70 S6 Kinase

K
Akt (PKB) - STAT3: Signal transducer and activator of transcription 3
@ INK- | -JAK : Janus kinase
APKp331

_y TORCL - NF-xB : Nuclear factor kappa B
e R | -50CS3 : Suppressor of cytokine signaling 3 {ou SOCS-3)
P70S6K v | - PPARy : Peroxisome proliferator-activated receptor gamma

J Ar i - N-Smase : Neutral sphingomyelinase
l;‘” ' - IKKex (ou IKB) : Inhibitor of kappa B
4 - ARA : Acide arachidonique
2 v H - COX2 : Cyclo-oxygénase 2
Intracellulaire PGE2 i -LTB4 : Leucotriénes B4
| - PGE2 : Prostaglandine 2
v ‘ Noyau ! - TX : Thromboxane

Atrogine 1 ] - FoXO : Forkhead box O transcription factor

MuRF1 a1, 1%() SO’@, - MuRF1 : Muscle RING finger 1 (ou TRIM63)

RN IAGE T - Cer : Céramides
£ ! -IL6 (R) : Interleukine 6 (Receptor)
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Figure 4 : Voies de signalisation de I'inflammation et de I'insuline dans les tissus musculaires chez
les diabétiques (Modifié d’aprés Nicolau et al, 2016 - Perry et al, 2016)

2.2) Stress oxydant, balance protéique et diabéte

Le stress oxydant (SO) est défini comme un déséquilibre entre les espéces pro-
oxydantes et antioxydantes. Les especes pro-oxydantes sont des molécules particulierement
réactives qui comprennent des radicaux libres (RL). lls peuvent étres dérivés de I'oxygéne et
de I'azote (ERON) : des ERO (Espéces Réactives dérivées de I'Oxygéne) et des ERN (Espéces
Réactives dérivées de I'Azote) (Cf. en Annexes Figure 5). Ces RL sont importants dans la
signalisation cellulaire. En particulier pour la production de force, I'induction de biogenese
mitochondriale et 'initiation de la réponse inflammatoire ou des processus de régénération.
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L’exceés de radicaux perturbe le contrdle et la signalisation redox-sensible pouvant
alors générer des dommages et des dysfonctionnements (Sies & Jones, 2007). Pour contrer
les radicaux, I'organisme possede des systemes de défenses appelés antioxydant (AO). Il se
décline en un systéeme enzymatique composé d’enzymes AO comme la catalase (CAT), la
SuperOxyde Dismutase (SOD), la Glutathion Peroxydase (GPx) et d’un systéme non
enzymatique composé essentiellement de vitamines (acide ascorbique ou C, alpha-
tocophérol ou E, rétinol ou A et ses précurseurs : les caroténoides (dont 3 carotene) et de
minéraux (cuivre Cu”’, sélénium Se, zinc Zn), en plus de molécules ayant ce type de
propriétés (le glutathion réduit GSH, 'acide urique..) (Cf. Figure 8). D’autres vitamines (B6,
B9, B12) ont aussi des effets AO, mais moindre que celles citées précédemment. L'activation
d'un contexte pro-oxydant méne alors a la diminution des systémes antioxydants (Haleng et
al, 2007). Les espéces pro-oxydantes produites en excés peuvent s’attaquer a des
constituants cellulaires comme des acides nucléiques (ADN (Acide désoxyribonucléique) et
ARN (Acide ribonucléique)), des lipoprotéines, des lipides (acide linoléique, acide
arachidonique), des protéines (AA : cystéine, méthionine et tyrosine)). Ceci peut induire des
dommages oxydatifs au niveau moléculaire, cellulaire et tissulaire. Selon la nature des
constituants endommagés, des marqueurs peuvent témoigner des dommages occasionnés.

Des marqueurs de dommages au niveau des lipides membranaires sont le témoin de
phénomeéne de peroxydation lipidique (4-hydroxy-2-nonenal ou 4-HNE, MalonDiAldéhyde ou
MDA, ThioBarbituric Acid Reactive Subtances ou TBARS, MyeloPerOxidase ou MPO,
CarboxyMéthylLysine, les isoprostanes, 12-hydroxy fatty acids, 15-hydroxy fatty acids. Les
protéines carbonylés témoignent de I'altération des protéines (Inactivation ou oxydation) et
la 8-ox0-2’-désoxyguanosine ou 8-OHdG celle de I'attaque des acides nucléiques (Mutations
ou oxydation). Ces altérations structurales et fonctionnelles provoquent de nombreux
dysfonctionnements cellulaires (Chen & Kotani, 2016-Deng & Chow, 2010-Haleng et al,
2007). Le déséquilibre de la balance pro et antioxydante peut aussi s'observer avec la baisse
du rapport GSH/GSSG, Cu”/Zn ou avec I'élévation du marqueur cystéine.. Cependant,
certains marqueurs comme la capacité antioxydante totale plasmatique restent difficiles a
interpréter (Haleng et al, 2007). Il existe une seconde ligne de défense représentée par des
systémes de réparation cellulaire (protéasome, enzymes réductrices, systemes de réparation
de I'ADN).

L'interrelation diabete et stress oxydant reste un sujet controversé, le SO serait cause
et/ou conséquence du diabéte. Dans cette pathologie, aussi bien chez I’'homme que chez
I'animal, les ERON sont augmentés, les systemes de réparation cellulaire sont moins
efficaces et les systémes de défenses (enzymatiques et non enzymatiques) sont diminués.
Ainsi, la littérature montre des niveaux d’activité de la SOD (Cu/Zn/Mn), la CAT, le GPx
inférieurs dans ces modeles diabétiques. Les concentrations en Zn, Se, les vitamines C, E sont
aussi diminuées (Bonnefont-Rousselot et al, 2004-Kassab et al, 2003).

Chez les diabétiques, plusieurs signalisations redox sont perturbées dans les cellules
en particulier au niveau musculaire. Plusieurs facteurs (Bonnefont-Rousselot et al, 2004-
Joffrey De Larichaudy, 2012) sont a l'origine de ces perturbations : la perturbation du
métabolisme de l'insuline (cause et conséquence), un statut martial anormalement élevé
(réaction de Fenton: Fe?* + H,0, =& Fe* + OH + OH), I'auto-oxydation du glucose, la
glycation des protéines, la voie des polyols, de I'activation de I'angiotensine Il, de la voie
mitochondriale, de la NAD(P)H oxydase (Nicotinamide Adénine Dinucléotide (Phosphate)
Hydrogen oxydase) ou NOX (NOX2) musculaire, de I'Oxyde Nitrique Synthase (NOS, en
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particulier iNOS) et de la Xanthine Oxydase (XO) (Cf. en Annexes Figure 6). En effet, la
surcharge ferrique crée des dommages musculaires via la formation de RL au sein des
cellules. La forme de stockage du fer appelée ferritine. Cette perturbation du métabolisme
du fer est due au déclin de sécrétion d'insuline et a I'IR (Chen et al, 2015). Ces voies régulent
et entrainent la transcription et |'expression de certains génes (NF-kB, FoXO, Cer, MAPK...),
qui activent des voies de signalisation déléteres. L’activation de NF-kB engendre I’expression
de iNOS, qui active a son tour la voie de NOX (Rigamonti et al, 2013) a l'origine de la
surproduction de anion superoxyde comme celle liée a I'activation de XO.

Lors du diabete, une hyperglycémie associée a une hyperproduction radicalaire et a
des défenses antioxydantes amoindries concourent a augmenter un déséquilibre de la
balance pro-oxydants et antioxydants induisant des dommages oxydatifs (Kassab et al,
2003). Un mauvais controle glycémique engendre une altération des défenses antioxydantes
et des dommages accrus (surtout au niveau protéique) au niveau musculaire (Bonnefont-
Rousselot et al, 2004). Ceci doit perturber la balance protéique et les voies de signalisation
en lien avec la protéosynthese et la protéolyse.

ROS et mécanismes d'action sur la protéosynthése et la protéolyse :

En effet, les especes pro-oxydantes inhibent la protéine centrale dans l'initiation de la
protéosynthése mTOR, activent NF-kB, qui stoppe la voie insulinique au niveau de IRS1/2
(Cf. Figure 3). Alors les ERO concourent a diminuer la synthése protéique (Perry et al, 2016).
La production excessive d'ERO augmente la protéolyse dans les tissus musculaires, via la
synthese de Cer, I'activation de NF-kB et de la migration dans le noyau de FoXO (Cf. Figure 3)
(Naomi Brooks et al, 2007-Bei Yao et al, 1995-Perry et al, 2016). Les produits issus des voies
du SO et les phénomenes de glycation liés a I'hyperglycémie chronique comme
I'Hémoglobine glyquée (HbAlc) et les AGE activent la voie de signalisation de NF-xB
(Kolesnick et al, 1994).

Toutes ces perturbations sont a l'origine du déreglement de la balance protéique et
donc de I'atrophie musculaire observée chez les diabétiques. Cependant le SO n’est pas le
seul facteur a I'origine de ces déreglements.

2.3) L'interrelation entre le stress oxydant et I'inflammation

En effet, les RL régulent et génerent la production de médiateurs immunitaires et
inflammatoires comme TNFq, I'angiotensine Il, INOS et d’interleukines : IL1, IL2, IL3, IL6, IL8
(Reimund, 2002-Rigamonti et al, 2013). Ainsi le SO génére et/ou entretient I'état
inflammatoire (et ses Iésions) via les cytokines pro-inflammatoires et la chimiokine MCP1 qui
favorise la migration des macrophages sur le lieu |ésé (Teixeira de Lemos et al, 2012). D’un
autre co6té, lors de I'inflammation, la stimulation des neutrophiles et des macrophages cause
la production de RL. Les cellules relarguent dans la circulation sanguine des
médiateurs radicalaires (Cf. en Annexes Figure 5) (Reimund, 2002-Boumaza, 2009).

C’est donc la combinaison et I'auto-entretien SO/inflammation qui est a I'origine d’un
cercle vicieux d’atrophie et de fragilité musculaire dans cette population. La baisse de la
protéosynthese, I'augmentation de la protéolyse, de l'inflammation, du SO, de I'IR et
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d’autres facteurs a l'origine de I'atrophie et de la fragilité peuvent aussi accroitre les
dommages musculaires chez les diabétiques (Perry et al, 2016).

3- Dommages musculaires et diabete
3.1) Dommages musculaires : contexte général et marqueurs

Un exercice inhabituel a composante excentrique cause des dommages musculaires,
a savoir des dégats intracellulaires comme la rupture des membranes cellulaires,
déstructuration des stries z, du sarcomére, une baisse du taux d'alpha actine, des
perturbations myofibrillaires et sanguines. Les dommages musculaires peuvent étre détectés
grace a plusieurs indicateurs musculaires ou plasmatiques. Au niveau plasmatique, une
augmentation de protéines initialement présentes au niveau musculaires (CK (Créatine
Kinase ou CPK), LDH (Lactate DésHydrogénase)) est le témoin de ces dommages. Suite a des
dommages tissulaires, les signaux liés a I'inflammation sont essentiels pour la mise en place
de la réparation/régénération donc des médiateurs inflammatoires comme TNFa, des
interleukines (IL1f, IL6...) peuvent augmenter au niveau plasmatique et tissulaire. Ensuite,
I'infiltration de macrophages au site de lésion est également un témoin de mise en place des
étapes initiales liées a la régénération. Naturellement, des marqueurs de différenciation
macrophagiques tels que CD68 (Cluster of Differentiation 68) et CD163 (Cluster of
Differentiation 163) sont utilisés comme marquage de l'infiltration des macrophages de type
1 et 2. D’autres enzymes comme iNOS et COX-2 sont aussi considérés comme des marqueurs
de dommages musculaires liés a I'inflammation (Schiaffino et al, 2008). L'expression de iNOS
reflete l'infiltration des macrophages (neutrophiles) dans les fibres musculaires lésées. En
particulier lors de la régénération musculaire, sa présence est indispensable pour résoudre la
phase inflammatoire (Rigamonti et al, 2013).

3.2) Dommages musculaires chez les diabétiques

Chez les diabétiques, ces phénomenes sont d'autant plus importants, a cause de la
fragilité musculaire des sujets pathologiques et de leurs états pro-oxydants et pro-
inflammatoires (Perry et al, 2016-Acevedo et al, 2017). L’hyperglycémie chronique méne a
des troubles des voies protéiques impliquées dans la régulation de la masse musculaire et a
des dommages musculaires via les voies du SO et l'activation des voies inflammatoires
(Bonnefont-Rousselot et al, 2004). Les muscles présentant une atrophie musculaire ont aussi
une organisation anarchique avec beaucoup de fibres musculaires altérées (surtout dans les
muscles EDL « Extensor digitorum longus ») (Le Moal, 2015). Cette atrophie est d’autant plus
présente chez les DT1 (Jerkovic et al, 2009). Les diabétiques présentent des taux de I'enzyme
iNOS, des cytokines pro-inflammatoires, des marqueurs de peroxydation lipidique (comme le
MDA), des protéines musculaires (CK) plus importants que chez les rats sains (Perry et al,
2016-Yang et al, 2014-Chinedum et al, 2014).

3.2) Dommages, régénération musculaire et diabete

3.2.1) Régénération musculaire et phénotypes fonctionnels des macrophages : Suite a des
dommages musculaires, une réaction inflammatoire controlée facilite la récupération
optimale et rapide des fibres musculaires endommagées. Lors du processus de régénération
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musculaire, les macrophages pro-inflammatoires s’infiltrent dans les tissus quelques heures
apres les dommages et liberent des médiateurs inflammatoires comme MCP1 et TNFa.
Aprées un jour, lors du changement de phénotype appelé « skewing », les macrophages pro-
inflammatoires (M1) deviennent anti-inflammatoires (M2), permettant la formation de
nouveau tissus via la sécrétion de nouvelles cytokines comme TGFf3 (Transforming Growth
Factor béta), IL10 et d’autres interleukines IL4, IL5, IL6, I1L13. Alors, grace a l'action de la
protéine COX-2, les myoblastes proliferent, fusionnent pour se différencier en myotubes.
COX-2 a donc un réle a la fois myogénique et inflammatoire. Les macrophages M2 jouent un
réle myogénique, en diminuant la protéolyse via une diminution de l'activité du systeme
ubiquitine-protéasome, en résolvant l'inflammation via I'augmentation de I’'expression de la
protéine CD163 dans les tissus inflammeés et la diminution de la production d’ERDO. CD163
diminue linduction des voies de signalisation inflammatoires, en régulant la sortie des
cytokines pro-inflammatoires des tissus via les macrophages (Le Moal, 2015-Schiaffino et al,
2008).

Les marqueurs témoins de I'expression des macrophages M1 (iNOS et CD68)
s’expriment fortement vers 2-3 jours apres l'induction de lésions tissulaires en général
(sujets sains), tandis que ceux des macrophages M2 (CD163) s’expriment plus tardivement,
vers 3-4 jours (Bentzinger et al, 2013). Le changement de phénotype des macrophages est
déterminé par la modification du ratio CD68/CD163.

3.2.2) Régénération musculaire et diabéte : La régénération musculaire semble étre
perturbée chez les diabétiques. Les macrophages M1 sont davantage exprimés. Cette
dysfonction des macrophages révele une perturbation de la réaction inflammatoire (hausse
de COX-2) lors de la régénération musculaire. La séquence pro-inflammatoire est amplifiée,
ainsi que la production d’ERDO. La phase pro-inflammatoire plus longue pourrait révéler un
décalage temporel de la réparation musculaire (Fabriek et al, 2005- Le Moal, 2015). Or si la
réparation est retardée, la formation d'un tissu conjonctif excessif peut se former. Alors la
qualité du tissu cicatriciel pourrait changer (Schiaffino et al, 2008). Mais les données a ce
sujet sont extrémement rares a notre connaissance et peu précises quant a la durée de
chaque phase. Ces processus restent a explorer. Suite aux dommages musculaires chez les
sujet diabétiques, les muscles sécretent davantage de cytokines pro-inflammatoires : IFNy,
TNFa, IL1B, IL6 ou d’autres interleukines IL2, IL12, IL18 et IL23. Or certains médiateurs pro-
inflammatoires suppriment I'expression de I'ARNm codant et de la protéine CD163, qui est le
témoin de la phase de formation de nouveaux tissus. La myogenése et la formation de
myotubes sont alors diminuées. L'absence de CD163 souligne la dysfonction des
macrophages, qui est responsable de I'état inflammatoire chronique chez les sujets
diabétiques (Fabriek et al, 2005- Le Moal, 2015). La modification du ratio CD68/CD163
pourrait contribuer a expliquer l'altération de la régénération musculaire chez les
diabétiques.

Chez les diabétiques, surtout si les dommages musculaires sont déja accentués en
conditions basales, la réalisation d’un exercice physique inhabituel et/ou a dominante
excentrique pourrait donc modifier les processus musculaires, accentuer les dommages et
retarder la régénération musculaire.

4- Diabete et exercice inhabituel ou aigu exhaustif a dominante excentrique
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Contrairement a un entrainement régulier, un exercice aigu ne provoque pas
d’adaptations (protéiques, enzymatiques...) bénéfiques et sur le long terme dans
I'organisme. Les adaptations positives et durables nécessitent une répétition de I'exercice
physique et des effets cumulatifs (Le Moal, 2015). Chez le sujet sain ou diabétique, en
réponse a un exercice inhabituel ou a composante excentrique, nous pouvons observer des
dommages musculaires, une augmentation des phénoménes de SO et inflammatoires, qui
sont plus importants chez les diabétiques. Les taux supérieurs des médiateurs pro-
inflammatoires (TNFa, IL6, MCP1) et oxydatifs (MPO, iNOS) en sont les témoins (Teixeira de
Lemos et al, 2012).

Chez les sujets sains et diabétiques, immédiatement aprés un exercice
dommageable, I'élévation de la sensibilité musculaire a l'insuline via IGF1 et I'élévation de la
phosphorylation de mTOR et de p70S6K ne permettent pas de stimuler suffisamment la voie
de la protéosynthese face a I'activation massive de la dégradation protéique et a I'absence
de phosphorylation de Akt (Perry et al, 2016-Stefanetti et al, 2014). Les taux des protéines
MuRF1, Atrogine 1 et NF-kB restent élevés malgré la diminution du systéme ubiquitine-
protéasome (Perry et al, 2016). L'évolution de FoXO aprés I'exercice aigu excentrique reste a
étre étudié chez les sujets diabétiques. Parallelement les cytokines (IL6, IL8, IL15..) et les
chimiokines (MCP1) augmentent fortement (Teixeira de Lemos et al, 2012).

Un jour apres un exercice dommageable, les taux des marqueurs du SO (ARNm de
iNOS) et de I’état inflammatoire (Expression de I’ARNm codant pour les protéines de TNFa. et
de MCP1) atteignent leur pic puis diminuent jusqu’a retrouver leur valeur basales les jours
suivants. Tandis les marqueurs IL10 (ARNm) et CK ont leur pic vers 3 et 4 jours (Rigamonti et
al, 2013). Chez les diabétiques, ces médiateurs cataboliques activent des éléments de la voie
de protéolyse : le systeme ubiquitine-protéasome et I'atrogine 1 (ARNm). Les premiers jours,
I'activité protéolytique reste donc dominante. Par la suite, ces signaux tendent a étre réduits
pour laisser place a la réparation musculaire via la stimulation d’IL10 (Perry et al, 2016).

Or I'exercice est largement recommandé pour la population diabétique. Il est donc
inévitable d’exposer les sujets a des phases excentriques (au moins pour certains groupes
musculaires). Le fait d’envisager des stratégies nutritionnelles ou des compléments
alimentaires semble judicieux pour limiter I'atrophie musculaire, les phénomenes
dommageables, pour lutter contre I'inflammation et le stress oxydant afin de mettre en
place une activité physique dans un contexte favorable. Parmi les compléments alimentaires
disponibles sur le marché, une micro-algue ayant des vertus antioxydantes, anti-
inflammatoires, insulino-sensibilisantes et naturellement tres riche en acides aminés peut
étre donc étre une stratégie nutritionnelle intéressante.

1- Composition et propriétés de la spiruline

La spiruline (Arthrospira ou Spirulina) est une micro-algue bleue verte, composée de
nombreux éléments essentiels pour notre organisme (Shabana et al, 2016-Jean Dupire,
2011-Braakhuis et al, 2015). Il en existe plusieurs espéces, la plus commune est Arthrospira
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platensis. Cette micro-algue d’eau douce est considéré comme un super-aliment et une
source thérapeutique possédant de nombreuses propriétés: antioxydantes (AO), anti-
inflammatoires (Al), anti-anémiques (AA), anti-diabétiques (AD), anti-athérogéne parmi
d’autres (anti-cancer, anti-infectieux, anti-viral...) (Thang et al, 2015-Wang et al, 2007). Ces
effets bénéfiques résultent de ses activités hypoglycémiques, hypolipidémiques et
insulinosensibilisantes (Deng & Chow, 2010). Les composés a I'origine de ces propriétés sont
soulignés dans la figure ci-dessous et permettent de faire ressortir leur réle important dans
la modulation de la masse musculaire :

Propriétés

Antiox | Anti- | Anti- Musc
ydant | inflam | diabé | ulaire

Composition :Zatoi tique
Acides aminés essentjelles (AAE) :
S P I R U LI N E Isoleucine, leucine, lysine, méthionine, histidine,

phénylalanine, thréonine, tryptophane, valine

Acides aminés non essentielles (AANE) ; Cystine,
Glycine, alanine, acide aspartique, acide
glutamique, arginine, histidine, proline, sérine...

OGT (Oligosaccharides a galactose terminal)

Acide y-linolénique (GLA)

Macro-éléments : Mg2+ (Magnésium), P
(Phosphore), Ca2+ (Calcium), K+ (Potassium),
Na2+ (Sodium)

Minéraux | Micro-gléments:  Fe2+ (Fer), Zn (Zinc)

Oligoéléments : Cu2+ (Cuivre), Mn (Manganése),
Mo (Molybdéne), Se (Sélénium), B (Bore)

Eibres : Chlorophylle

Pigments Lutéine, zéaxanthine, astaxanthine (ASTX),
lycopéne, cryptoxanthine

Cvanobactéries : Phycocyanine C (C-PC)
Liposolubles ; A, B-caroténe (pro A), E, K

Hydrosolubles ; 81, B2, B3 (PP), B5, B6, B8 (H),
B9, B12
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Figure 7 : Composition et propriétés actives de la spiruline
(Modifié d’apres Thang et al, 2015 - Wang et al, 2007)

2- Spiruline, diabete, balance protéique et dommages musculaires
2.1) Propriétés anti-inflammatoires de la spiruline

Lors d'un état inflammatoire chronique, cette micro-algue diminue les éléments clés
des voies de signalisation inflammatoires : COX2-LTB4/PGE2, NF-kB-IKKo et JNK-MAPKp38.
Elle diminue I'expression des genes suivants : TNFa (Lee et al, 2008), TNFB (Tumor Necrosis
Factor-Beta ou LTa (LymphoToxin-alpha)), IL13, IL4, IL6 (Lee et al, 2008), connus pour
amplifier la boucle inflammatoire, mais pas les protéines IL2 et IFNy (Interferon gamma).
Particulierement, suite a la stimulation de IFNy ou de la LipoPolySaccharide (LPS) par les
macrophages, la B-carotene inhibe la transcription d’IL1f3, d’IL6, d’IL12.
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De plus, la richesse en acide y-linolénique (GLA) de la spiruline favorise la synthése de
métabolites anti-inflammatoires comme les ProstaGlandines 1 (PGE1) via sa conversion en
Acide dihomo-y-linolénique (DHLA) (Ide et al, 2017).

Grace a ses composés (C-PC, ASTX, -carotene et GLA), elle pourrait enrailler le cercle
vicieux inflammatoire (Cf. Figure 8 ci-dessous).

2.2) Propriétés antioxydantes de la spiruline

La spiruline pourrait diminuer les effets déléteres des espéces pro-oxydantes via les
antioxydants enzymatiques et non-enzymatiques, en maintenant la signalisation redox des
cellules. La spiruline exerce ses propriétés antioxydantes grace a ses composés actifs : les
vitamines antioxydantes (A, p-carotene, B2, E), les minéraux antioxydants (Zn, Cu?**, Mn, Se),
la C-PC et les caroténoides (ASTX, lycopéne). Il faut noter qu’elle ne possede pas de quantité
intéressante en vitamine C. En outre, elle augmente aussi les systemes enzymatiques (SOD,
CAT, GPx, GR, HO-1, Trx, PON1) et leurs minéraux (Cu®**, Zn, Mn, Se) servant de coenzymes
associés, les systemes non enzymatiques GSH, Mo, Mn, les acides aminés (méthionine et
cystéine), les vitamines antioxydantes (B5, B9) et GLA (Pincemail et al, 2002- Reimund, 2002-
Wided, 2014-Deng & Chow, 2010-Manet, 2016).

Chaque composé de la spiruline neutralise la formation et la production d’une ou
plusieurs espéces pro-oxydantes spécifiques (Cf. Figure 9 ci-dessous) (Bermejo et al, 2008-
Reimund, 2002-Boumaza, 2009). Pour contrer les RL et protéger davantage les constituants
des cellules de I'agression des radicaux libres, certains éléments agissent en synergie entre
eux : Cu®*/Vitamine E, Se/Vitamine E, vitamine E-C/glutathion (Pincemail et al, 2002-
Reimund, 2002). Tandis que d'autres composés AO ont un effet "scavenger" pour éliminer
les déchets (Deng & Chow, 2010). De plus, GLA joue un réle de protection contre le SO, en
modulant la production et I'accumulation d’acide gras (lde et al, 2017) cible potentielle de
peroxydation. La vitamine B9 diminue le stress SO en limitant la concentration plasmatique
d'homocystéine, qui est un facteur de risque endothélial. En apportant des AA, les protéines
aident a la formation et a la production du glutathion et de I'albumine (Reimund, 2002).

A partir de trois semaines de complémentation, les propriétés AO et anti-
inflammatoires de la spiruline agissent sur la pathologie du diabete, au niveau des
marqueurs de peroxydation lipidique et du statut total AO. Cependant, une
complémentation de huit semaines semble plus efficace (Deng et Chow, 2010).

Les constituants et propriétés AO de la spiruline limite les phénomenes de
peroxydation lipidique. Cet effet est attesté par la diminution des marqueurs comme TBARS,
MDA, 4-HNE, MDA, MPO, isoP, 12-hydroxy fatty acids, 15-hydroxy fatty acids, I’oxydation
des LDL via la pB-carotene et I'ASTX, des graisses et des sucres (Carbohydrates) (Chen &
Kotani, 2016-Deng & Chow, 2010-Boumaza, 2009-Lu et al, 2006- Lee et al, 2008). De méme,
la spiruline diminue I'oxydation des protéines via I'ASTX, la C-PC et I'action du fer et du le
zinc. Les protéines carbonylées diminuent en conséquence (Chen & Kotani, 2016-Wided,
2014). La C-PC diminue le SO engendré par le fer en diminuant sa forme libre dans le sang
(Via les transporteurs appelés céruplasmine et héphaestine) et sa forme de stockage
(Ferritine). La C-PC et I’ASTX diminuent I'oxydation des acides nucléiques comme I’ADN. Ces
effets bénéfiques sont montrés via la diminution du marqueur : 8-OHdG (dans les tissus
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plasmatiques et hépatiques) (Chen & Kotani, 2016- Estrada et al, 2001- Janina et al, 2016). La
Figure 8 ci-dessous illustre ces propos.

- H202 : Peroxyde d’hydrogéne

- HO" : Radical hydroxyle (ou OH®)
-H20: Eau

-OH ™ : Hydroxyde

11213 Ca2+-CAM - HOCI : Acide hypochloreux
g A - Fe2+ : lon ferreux
p-Caroténe -ROO°: Radical peroxyle
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Figure 8 : Implications des propriétés antioxydantes de la spiruline dans le stress oxydant chez les
diabétiques (Modifiés d’apres Haleng et al, 2007 - Reimund, 2002 - Chen & Kotani, 2016 - Deng &
Chow, 2010 - Boumaza, 2009)

Donc, grace a sa richesse de ses composés AO, la spiruline permet de limiter la
production de RL et donc de limiter les potentiels dommages au niveau des lipides, des
protéines et des acides nucléiques (Braakhuis et al, 2015).

2.3) Propriétés insulino-sensibilisantes et hypolipidémiantes de la spiruline

Les activités hypoglycémiques et hypolipidémiques de la spiruline affectent
I'hyperglycémie, en baissant les taux plasmatiques de glucose, de triglycérides, de
Lipoprotéine de basse densité (LDL) et Lipoprotéine de tres basse densité (VLDL). Mais, les
effets de la spiruline sur 'augmentation ou non des taux de Lipoprotéine de haut densité
(HDL) restent contradictoires. Grace au composé actif appelé C-PC, la propriété insulino-
sensibilisante de la spiruline permet de diminuer I'hyperglycémie, d’augmenter la sensibilité
a linsuline et donc de diminuer I'IR (Deng & Chow, 2010). Mais une partie des effets
insulino-sensibilants s’exercent via les effets AO et anti-inflammatoires.
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Quatre semaines de complémentation commencent a révéler les activités
hypoglycémiques et hypolipidémiques de la spiruline, mais huit semaines a trois mois de
complémentation sont plus bénéfiques (Deng & Chow, 2010).

2.4) Spiruline et balance protéique : protéosynthese et protéolyse

En limitant les effets néfastes des espéces pro-oxydantes et pro-inflammatoires a
travers leurs voies de signalisation, la spiruline pourrait diminuer les facteurs de la
protéolyse et activer la protéosynthése (Deng & Chow, 2010). Cependant, pour certains elle
ne semble pas affecter la voie de signalisation centrale de la protéolyse (Fabricio & Maria,
2008). Néanmoins, dans une étude chez le rat, une supplémentation en Acides Aminés a
Chaine ramifiée (BCAA) diminue I'expression de I’ARNm codant pour les protéines atrogine
1, MuRF-1 et peut étre les ubiquitines ligases, et augmentent les contenus en protéines
totales apres un exercice excentrique. Or la spiruline est riche en BCAA comme la leucine,
valine et isoleucine. Elle pourrait alors augmenter l'activité de mTOR en changeant
I'expression de son ARNm et donc stimuler la protéosynthése tout en limitant la protéolyse
et ainsi atténuer I'atrophie musculaire (Stefanetti et al, 2014). Cela reste encore a vérifier.
Ainsi cette micro-algue pourrait limiter plusieurs processus responsables de |'atrophie
musculaire dans le cadre du diabéte et de ce fait limiter les dommages musculaires (Cf.
Figure 9 ci-dessous).

2.5) Spiruline et dommages musculaires

En intervenant sur les processus qui modulent la masse musculaire, comme la
protéolyse et la protéosynthése, la spiruline limiterait ces dommages via les voies de
signalisation suivantes (Braakhuis et al, 2015) (Cf. Figure 9 ci-dessous) :
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Figure 9 : Réle de la spiruline dans la limitation des dommages musculaires chez les diabétiques -
Voies de signalisation

Cela reste théorique, car tres peu de données sont présentes a ce sujet. En effet, la
spiruline réduit les dommages musculaires induits par un exercice en baissant les indicateurs
comme CK et LDH au niveau plasmatique (Lu et al, 2006).

SYNTHESE : Spiruline, le muscle (masse et dommage) et la récupération musculaire

Lors du diabéte, I'association de facteurs (Etat inflammatoire de bas grade, stress
oxydant, hyperglycémie chronique, altération de la voie insulinique..) inhibe la voie de
signalisation de la protéosynthese et active le catabolisme des protéines, a l'origine de
I'atrophie et pouvant contribuer a accentuer des dommages et ainsi perturber la
régénération musculaire. Les diabétiques doivent donc porter une attention particuliere aux
temps de repos, de récupération, a controler davantage leur alimentation dans le cadre
général et encore plus s’ils réalisent un exercice inhabituel ou potentiellement
dommageable afin d’en limiter les conséquences déléteres.
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OBJECTIFS

Ainsi, la spiruline pourrait constituer un moyen thérapeutique non-médicamenteux,
intéressant pour limiter I'atrophie, les dommages et ainsi favoriser la récupération
musculaire, chez les patients atteints de diabete.

L'objectif de ce mémaoire est donc d'étudier dans un modele animal diabétique caractérisé
par un contexte pro-oxydant, pro-inflammatoire associé a des dysfonctionnements
insuliniques, I'impact d’une complémentation de quatre semaines en spiruline sur :

* La masse musculaire, la taille des fibres (surface de section des fibres musculaires), la
balance protéique avec des marqueurs sériques de protéines totales et albumine, des
acteurs clés des voies de signalisation liés a la protéosynthese et la voie insulino-
dépendante (Akt et p-Akt), de protéolyse et son activation via la voie inflammatoire
(FoXO 3a et NF-kB).

* Les dommages musculaires et lI'inflammation tissulaire a travers les marqueurs
plasmatiques (CK, LDH) et musculaires (iNOS, CD68 et CD163).

* Les marqueurs du statut pro-oxydant/antioxydant et marqueurs de dommages
oxydatifs (4-HNE, MPO)

Nous posons I'hypothese, dans ce modele diabétique, qu’une telle complémentation
pourrait :
* Limiter I'atrophie musculaire en diminuant la protéolyse et/ou en augmentant la
protéosynthese
* Limiter les dommages musculaires induits par le diabete et par un exercice a fortes
composantes excentriques

Nous vérifierons qu’une partie des mécanismes s’exercent grace aux propriétés
antioxydantes, anti-inflammatoires et insulino-sensibilisantes de la spiruline.
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MATERIEL ET METHODE

Ce protocole a recu un avis favorable du comité d’éthique rennais et une autorisation
de projet du ministere. Les locaux d’hébergement et d’expérimentation animale sont agrées
par la DDPP. Cette étude est réalisée sur des rats males, qui ont un poids corporel et un
volume musculaire plus important que les rats femelles, afin de mettre en valeur les
dommages musculaires. De plus, les souches Wistar sont des meilleurs modeles au niveau de
I’étude du diabete (Rashid et al, 2015-Akbarzadeh et al, 2007-Jerkovic et al, 2009).

Caractéristiques des rats males (N = 68) :

68 rats males de souche Wistar agés de 9 semaines sont hébergés individuellement dans des
cages standard de laboratoire (355*%235*190 mm) de maniére a contréler I'alimentation,
I’hydratation, la température (20 a 24°C) et I'hygrométrie (50%) avec un dispositif de cycle
lumiére-obscurité 12/12 heures. En fonction des groupes attribués placebo (P) ou spiruline
(S), ils se sont nourris avec des granulés ou avec des granulés comportant de la spiruline
(Arthrospira Platensis) a raison de 300 mL/kg/jour. La quantité de spiruline est réajustée
chaque semaine en fonction du poids des rats durant quatre semaines. Cette spiruline
sanitairement slre, fournie par AGV. Les caractéristiques produites sont déterminées par
Labexia (Cf. Annexes Tableau 1). Une analyse du taux de phycocyanine a été effectuée par la
SGS (Société Générale de Surveillance). Les animaux ont accés a I'eau ad libitum. Chaque
jour, I'alimentation, I’"hydratation, les apports alimentaires et I'état de santé des rats ont été
vérifiés, tandis que le poids et la glycémie sont mesurés tous les 4 jours.

Modele de rats STZ :

Apres une semaine en quarantaine, nous avons rendu les rats diabétiques par une injection
intrapéritonéale de 45 mg/kg de streptozotocine (STZ) dans du tampon citrate (pH = 4,5). 48
heures aprées l'injection de STZ, le contrdle de la glycémie permettait de confirmer le diabete
(Valeur glycémie > 250 mg/dL). De maniére aléatoire, les rats sont répartis en deux groupes
complémentés en spiruline (N=34) ou non (placebo, N=34) pendant quatre semaines. A
I'issue, certains réaliseront un exercice dommageable. Enfin, une partie des rats est sacrifiée
immédiatement a l'arrét de l'exercice (E-TO, N=11+11) et une autre 24h aprés (E-T24,
N=11+11). Le design expérimental est représenté en Figure 11 avec son code couleur :

Groupe placebo

3drats 12 P Non exercice 11 E-TO i Fi 11
o i q :
68 rats v Arrét aprés exo s lgure d
22 P Exercice — Présentation des
L—» 1
-_[:11 ET24 N

Groupe spiruline Arrét 24h aprés exo différents

34 rats —®12SNon exercice LIS de rats
11 E-TO 9 S+i
225 Exerci Arrét aprés exo dlabethues de
> xercice x 1ET2a \ I’étude

Arrét24haprésexo | |

Protocole d’exercice :

24



Apres les quatre semaine de complémentation ou non, les rats ont été soumis a un exercice
exhaustif en descente décrit dans la littérature comme provoquant des dommages
musculaires (Armstrong et coll. Peter, 2008). Il comprend deux parties. Une familiarisation
de course sur tapis roulant ou les rats effectuent une course sur un tapis roulant, a une
vitesse de 6 m/min, sur une pente nulle pendant 5 minutes pendant 4 jours consécutifs. Lors
du protocole, le jour de I'exercice dommageable, ils courent avec une pente descente de
16%, a une vitesse de 16 m/min, jusqu’a I'épuisement.

Les rats sont ensuite euthanasiés par un sur-dosage de xylazine (4 mg/kg) et de
kétamine (50 mg/kg). Puis le sang est récolté par préléevement rétro-orbital. Afin de récolter
le plasma, les échantillons sont centrifugés 10 minutes a 1500g. Les tissus musculaires sont
prélevés, pesés et congelés immédiatement dans de |'azote liquide et stockés a -80°C pour
des analyses ultérieures. Les muscles soléaires (SOL), gastronémiens, EDL et tibialis (TIB) sont
sélectionnés pour I'étude. Selon leur dominance, ils ont une composition variable en fibres
de type 1 (Soléaire a 87-95%) et 2 (Gastronémiens, EDL a 28-41% lla et 21-58% llb, tibialis)
(Jerkovic et al, 2009). Cette large composition de type de fibre permet de spécifier les
résultats au niveau musculaire en fonction de la typologie. Apres un exercice dommageable
en descente, les muscles soléaires révelent un nombre de dommages musculaires plus
importants que les autres types de muscles (Augusto et al, 2004). IIs feront donc I'objet de la
présente étude.

1- Analyse de I'expression des protéines par Western Blot

Pour les voies de signalisation impliquée dans la protéolyse, la protéosynthese, de
I'inflammation, le signal insulinique, les protéines musculaires et un marqueur de stress
oxydant, les marqueurs suivants sont étudiés : FoXO 3a, Akt (p-Akt), NF-KB p65 et 4-HNE par
la technique de Western Blot. Au préalable, les échantillons musculaires ont été cryobroyés
a 'aide d’azote liquide afin de garder les protéines intactes. Puis chacune des protéines a été
soumise aux différentes étapes du Western (séparation sur gel acrylamide en fonction de la
taille des protéines, transfert des protéines d’intérét sur membrane de nitrocellulose et
détection par anticorps primaires spécifiques et immunofluorescence grace a I'anticorps
secondaire. Le détail de ces étapes et des anticorps utilisés est décrit en Annexes Figure 12
et Tableau 2). Le contenu de nos protéines d’intérét est calculé a partir d’'une protéine de
référence invariante HSC70 (Intensité de fluorescence de la protéine/Intensité de
fluorescence HSC70) et I'activation d'une protéine d'intérét a partir de sa forme totale et
phosphorylée (Intensité de fluorescence de la protéine (phosphorylée)/ Intensité de
fluorescence de la protéine (totale)).

2- Analyse biochimique par spectrophotométrie

Les concentrations plasmatiques de glucose (Méthode GOD-PAP), la fructosamine,
les contenus protéines totales, I'albumine, CK, LDH, l'acide urique, fer et de ferritine
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plasmatiques sont déterminées par méthodes enzymatiques et colorimétriques a I'aide d’un
automate de lecture appelé Pentra 400. Les densités optiques utilisées sont 500 nm pour la
détection du glucose et d'acide urique, 450 nm pour CK et LDH et 560nm pour le fer et la
ferritine.

3- Analyse musculaire : surface de section et marqueurs par technique d’'immunohistochimie

La masse musculaire sera présentée sous forme de moyenne des muscles droit et
gauche par chaque muscle (EDL, SOL, TIB). La surface de section des fibres musculaires est
déterminée a partir de coupes transversales des soléaires, suite a une coloration
Hématoxyline-Eosine. La technique d’immunohistochimie a permis de détecter les
substances chimiques témoin des marqueurs de dommages et inflammation musculaires par
un anticorps dirigé contre les protéines d’intéréts suivantes : CD68, CD163, iNOS et MPO,
grace a I'automate DISCOVERY XT (Roche’c, lllkirch, France). Les tissus inclus en paraffine
sont coupés au microtome pour réaliser des coupes de 4um. Apres la préparation des tissus,
les anticorps primaires sont déposés pour reconnaitre les antigenes (Protéines).
L'immunoréaction est visualisée avec un traceur enzymatique HRP couplé avec I'anticorps
secondaire révélant le systeme anticorps-antigene. Les coupes subissent une coloration
nucléaire avec de ’lhématoxyline de Mayer, pour étre déshydraté et monté entre une lame
et une lamelle. Les étapes sont détaillées en annexes (Cf. Tableau 3). Nous avons choisi
iNOS, CD68, CD163 comme marqueurs de lI'inflammation et MPO comme marqueurs de
dommages musculaires.

Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne et d’écart type. Si les tests de
normalité, d’échelle d’intervalle et d’homogénéité des variances sont positifs, les différents
groupes sont comparés par une ANOVA a deux facteurs suivants : complémentation en
spiruline (Traitement) et exercice aigu. Dans le cas contraire, les échantillons sont soumis a
un test de Krustal-Wallis. Si 'ANOVA a deux voies dévoile une différence significative
(p<0,05), alors un test post-hoc HSD de Tukey est réalisé pour révéler des potentiels de
différences entre les groupes. Ces analyses statistiques sont effectuées grace au logiciel
« GraphPad Prism 6 Trial ».

RESULTATS

Nos résultats montrent clairement que l'injection de STZ utilisée (45 mg/kg) induit
une hyperglycémie chronique. Les valeurs de glycémie, de glucose et de fructosamine sont
supérieures aux valeurs basales (Glycémie > 250 mg/dL, Glucose > 7,1 mmol/L et
fructosamine > 126 umol/L, trait rouge) (Akbarzadeh et al, 2007-Acevedo et al, 2017). Les
valeurs plasmatiques supérieures de glycémie attestent de linduction du diabete (Cf.
Annexes Figure 13) et celles de glucose et de fructosamine tres élevées attestent de
I’hyperglycémie chronique et d’'un mauvais contréle glycémique (Cf. en Annexes Figures 18
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et 19). Quatre rats sont sortis du protocole a ce stade, I'induction du diabéte n’ayant pas
fonctionné. Quatre semaines de complémentation ne semblent pas suffisantes pour induire
une diminution de la glycémie et améliorer le controle glycémique des rats diabétiques. La
combinaison de la complémentation et de I'exercice ne semblent pas induire de
modification du controle glycémique.

1- Effets de la spiruline et/ou de I'exercice sur la masse corporelle

Des l'induction du diabete, dans les deux groupes, nous pouvons remarquer une
petite perte de masse corporelle dans la premiere semaine, puis dans la deuxieme semaine
une légere prise de masse apparait et une stabilisation de la masse corporelle apparait entre
la 3°™ et la 5°™ semaine. Ces phénomeénes sont classiquement décrits dans la littérature
(Akbarzadeh et al, 2007). Aprés 4 semaines de complémentation en spiruline, la masse
corporelle des animaux complémentés est relativement similaire aux rats non
complémentés (Cf. en Annexes Figure 14). Ces résultats sont en adéquation avec une prise
alimentaire totale ou rapportée en gramme/jour non différente entre les deux groupes (Cf.
en Annexes Figures 15 et 16).

2- Effets de la spiruline sur le temps de course

Nous pouvons 100-
observer un temps de iq .
course légérement 807 T > UQEU'
e = R emps de course
supérieur chez les rats £ 604 des rats
complémentés en 8 diabétiques
spiruline E 407 complémentés
(75,1+48,4 vs 67,0 £31,4 20- en spiruline et
minutes, p=0,52) placebo lors de
comparés au groupe 0 N < I'exercice aigu a
. AY) Q
placebo bien que les & N composante
. & R excentrique
résultats ne sont pas Groupes de rats

significatifs (Cf. Figure
17).

3- Effets de la spiruline et/ou de I’exercice sur la balance protéique, la masse musculaire et la
surface de section des fibres musculaires

Dans le modeéle STZ, les masses musculaires des rats diabétiques sont inférieures a
ceux des rats sains décrits dans la littérature (Trait rouge). Méme si les résultats ne sont pas
significatifs entre les rats complémentés et non complémentés, la prise de spiruline tend a
élever le poids des muscles, notamment pour I'EDL (Figure 20, Graphique C). Quatre
semaines de complémentation en spiruline ne semblent pas suffisantes pour engendrer de
tels effets. Dans le modele STZ, les rats présentent des concentrations inférieures en
protéines totales plasmatiques et en albumine (Trait rouge) par rapport a des rats sains (Cf.
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Figure 20, Graphique A/B). Quatre semaines de complémentation en spiruline ne modifient
pas la teneur en albumine plasmatique, mais semblent induire une augmentation du pool de
protéines totales. L'exercice dommageable ne semble pas modifier significativement les taux
de protéines ou d’albumine, que les animaux soient complémentés ou pas en spiruline.

Dans le modele STZ, les rats diabétiques ont des aires des fibres musculaires
(Soléaire) inférieures aux rats sains. Quatre semaines de complémentation ne semblent pas
suffisantes pour induire des surfaces de section supérieures. Immédiatement a 'arrét de
I’'exercice dommageable, nous n’avons pas de modification du diametre des fibres (surface
de section). Par contre, la combinaison spiruline aprés exercice dommageable exerce des
effets positifs sur le diametre des fibres a 24h post-exercice (p = 0,0506) (Figure 20,
Graphique D).

Figure 20 : Mesure de I'atrophie musculaire dans les muscles soléaires, tibialis et EDL
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4- Effets de la spiruline et/ou de I'exercice sur la protéosynthése et des éléments de voie de
signalisation

L'activation de Akt est faible dans le modele STZ (Figure 21, Graphique B). Au regard

des résultats de I'ANOVA a deux voies (pakt = 0,90, pp-akt = 0,30) et de la grande variabilité
interindividuelle, les effets seuls de la spiruline et de I'exercice ne semblent pas impacter sur
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I'expression et l'activation de la protéine Akt. Cependant la combinaison spiruline/exercice
augmenterait Iégerement I'expression de Akt (Figure 21, Graphique A).

Figure 21 : Contenu protéique et activation de la protéine Akt dans les muscles soléaires des rats complémentés
en spiruline et placebo, avec ou sans exercice aigu
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Le graphique A représente |'expression protéique d'Akt, le graphique B représente l'activation de la protéine Akt.
PNEx et SNEx (n=4); PE-TO et SE-TO (n=4); PE-T24 et SE-T24 (n=4).

5- Effets de la spiruline et/ou de I'exercice sur la protéolyse et son activation via la voie
inflammatoire

L'analyse de |'expression et de l'activation des protéines suivantes met en évidence
les effets de la spiruline sur la dégradation protéique dans les muscles soléaires. Dans le
modele STZ, on note des contenus élevés en NF-kB p65. L'exercice dommageable a peu
d'impact sur cette protéine quel que soit le groupe. Néanmoins, chez les rats complémentés
dans I'ensemble, la prise de spiruline tend a diminuer NF-kB (Figure 21, Graphique A).
L'exercice dommageable a peu d’effet sur I'expression de FoXO 3a. Par contre la spiruline
tend a diminuer I'expression de cette protéine dans le modéle STZ et en réponse a un
exercice inhabituel, bien que ce ne soit pas significatif (Figure 21, Graphique B).

Figure 22 : Contenus protéiques des protéines NF-KB et FoXO 3a dans les muscles soléaires des rats complémentés
en spiruline et placebo, avec ou sans exercice aigu
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Le graphique A représente I'expression de la protéine NF-xB, le graphique B I'expression de la protéine FoXO 3a.
PNEx et SNEx (n=4); PE-TO et SE-TO (n=4); PE-T24 et SE-T24 (n=4).
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6- Effets de la spiruline et/ou de I'exercice sur le statut pro et antioxydant
6.1) Dommages oxydatifs

Malgré les concentrations élevées de fer et de ferritine (supérieur au trait rouge)
révélant une toxicité, les effets de la spiruline et de I'exercice ne semblent pas induire de
modification du statut martial, surtout chez les groupes non complémentés. Cependant,
l'interaction spiruline/exercice pourrait restreindre un peu les taux de fer sérique dans les
groupes complémentés a T24 (Figure 22, Graphique A).

Le modele STZ présente des dommages oxydatifs, exprimé grace au marqueur 4-HNE.

Compte tenu de la forte teneur en 4-HNE dans notre modele, des dommages
oxydatifs sont bien présents. L'exercice augmente fortement ce marqueur de |la
peroxydation lipidique dans les muscles soléaires. Bien que les résultats ne soient pas
significatifs, on note une tendance de la spiruline a diminuer ce marqueur, notamment en
réponse a I'exercice dommageable (TO et T24) (Figure 22, Graphique C).

Au vue des résultats peu significatifs et des écarts types importants, les groupes
sédentaires et exercice TO ne révelent pas les effets possibles de la spiruline et de I'exercice
au niveau du marqueur témoin de la peroxydation lipidique et dommages musculaires
appelé MPO (Figure 22, Graphiques D, E et F). A partir de T24, la combinaison
spiruline/exercice aurait tendance a diminuer le marqueur MPO par rapport a l'aire totale de
la coupe musculaire dans le groupe complémenté en spiruline (Figure 22, Graphiques E et F).

Figure 23 : Statut martial, marqueurs de la peroxydation lipidique et dommages musculaires au niveau des muscles soléaires des rats complémentés
en spiruline et placebo, avec ou sans exercice aigu
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Le graphique A représente les concentrations plasmatiques de fer, le graphique B les concentrations plasmatiques de ferritine, le graphique C l'expression de la
protéine 4-HNE, le graphique D le nombre de MPO par rapport a l'aire totale de la coupe musculaire, le graphique E I'étendue de MPO, le graphique F la
densité du signal de MPO.

PNEx et SNEx (n=11); PE-TO et SE-TO (n=10); PE-T24 et SE-T24 (n=12).

Pour les coupes musculaires : PNEx et SNEx (n=4); PE-TO et SE-TO (n=4); PE-T24 et SE-T24 (n=4).

Pour 4-HNE : PNEx et SNEx (n=8); PE-TO et SE-TO (n=8); PE-T24 et SE-T24 (n=8).

6.2) Statut antioxydant

Malgré les concentrations basses en acide urique (Inférieurs au trait rouge), il semble
gue les rats complémentés en spiruline aient des concentrations supérieures aux rats non
complémentés (Cf. Figure 23). Les résultats de |'acide urique montrent que la combinaison
spiruline-exercice ont peu d’effet sur les rats diabétiques, contrairement a la spiruline et
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I'exercice seuls. Malgré tout, les deltas (Placebo : augmentation de 47,9% vs augmentation
de Spiruline 16,57%) d’acide urique entre la condition non exercice et TO semblent indiquer
que I'exercice seul augmente largement ces concentrations alors que la prise de spiruline
masque les effets liés a I'exercice.

3007
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7- Effets de la spiruline et/ou de I'exercice sur les dommages musculaires et l'inflammation
tissulaire
7.1) Dommages musculaires mesurés au niveau plasmatique

Contrairement a la population saine, le modele STZ présente une fragilité musculaire
et des dommages musculaires, qui se traduisent par une élévation importante de CK et de
LDH méme en I'absence d’exercice dommageable. Ces taux sont bien au dessus de la norme
(Trait rouge). Quatre semaines de complémentation en spiruline, limitent les dommages
musculaires comme attestent les valeurs plus faibles de CK (Figure 24, Graphique A). En
réponse a |'exercice, dans les deux groupes, on note une élévation de CK et LDH (CK : 13,64%
(P) et 76,13% (Spi), LDH : 32,63% (P) et 37,14% (Spi)). Il faut méme souligner que
I'augmentation de CK induite par I'exercice dommageable est plus élevée dans le groupe
spiruline (Placebo 13,64% vs Spiruline 76,13%). Par contre, 24 heures post-exercice les
valeurs de CK restent élevées dans le groupe placebo alors qu’elles sont retournées au
niveau basale dans le groupe spiruline (Placebo -8,62% vs Spiruline : -33,96%). Ces résultats
sont appuyés par les données statistiques. Les concentrations basales élevées de LDH
confirment la présence de dommages dans notre modele STZ. L’exercice réalisé engendre
bien une augmentation des dommages. Par contre, ce marqueur est moins sensible aux
effets positifs de la complémentation en spiruline (Figure 24, Graphique B).

Figure 24 : Marqueurs de dommages musculaires au niveau plasmatique chez des rats complémentés en spiruline
et placebo, avec ou sans exercice aigu

1500+ _— 1500+
Placebo .[_ 3 Placebo
L —— Spiruline T Spiruline
_ 10007 . T T —10004
= f e S
> 2 I
- I o T 5 T =
500+ Delta 1= 76,13 % 500
- Delta2 = 33,96 %
0 T T T Delta PNEx-PE-TO 0 T T T
& oS &f\?‘ > Delta SNEx-SE- & P >
<« < < 0 > < (of\
Groupes de rats Groupes de rats

Le graphique A représente les concentrations plasmatiques de CK, le graphique B représente les concentrations
plasmatiques de LDH.

* Indique une différence significative entre les groupes p<0,05.

PNEx et SNEx (n=11); PE-TO et SE-TO (n=10); PE-T24 et SE-T24 (n=12).




7.2) Marqueurs d'inflammation et de dommages musculaires

Les marqueurs CD68, iNOS et CD163 sont les témoins des macrophages M1 et M2,
respectivement. Dans les conditions basales, les valeurs de marqueurs tissulaires iNOS,
CD68, CD163 sont élevées. La complémentation en spiruline ne semble pas limiter les
phénomenes inflammatoires et dommages au niveau musculaire dans les conditions basales.
En réponse a I'exercice, la Figure 25 montrent une légére élévation a TO, bien que ce ne soit
pas significatif. Il en est de méme a T24 pour CD68 quel que soit le groupe. Par contre, a TO,
il ny a pas d’augmentation de CD163 dans le groupe placebo. On note une élévation de
CD163 a T24 plus importante dans le groupe spiruline lorsque les données sont exprimées
en valeur absolue (Cf. Figure 25, Graphique A). Par contre, dés lors ou I'on ramene les
données en intensité de signal, ces valeurs deviennent inférieures dans le groupe spiruline
(Cf. Figure 25, Graphiques B et C). Ces résultats sont renforcés par les données représentées
sur le Graphique H indiquant le ratio CD68/CD163. Le Graphique H expose I'évolution des
populations des macrophages (M1 et M2). Dans les groupes sédentaires et a exercice TO, les
rats complémentés expriment davantage des macrophages de type M1. Tandis qu'a T24,
bien que les groupes complémentés ou non expriment tout deux autant de macrophages M1
et M2, le groupe complémenté présente une diminution du ratio CD68/CD163 (Baisse de
27,58%) alors que le ratio CD68/CD163 du groupe placebo reste élevé.

La complémentation de quatre semaines en spiruline ne modifie pas les valeurs
basales de iINOS. Méme si I'exercice semble induire une légére augmentation de sa valeur a
TO dans le groupe placebo, cela n’est pas significatif. Les valeurs restent similaires a T24 dans
le groupe placebo. Pour le groupe spiruline, les valeurs d’'iNOS augmentent tres largement a
T24 (Cf. Figure 25, Graphique G).

Figure 25 : Marqueurs des macrophages M1 (CD68) et M1 (CD163) dans les muscles soléaires chez des des rats complémentés en spiruline
et placebo, avec ou sans exercice aigu
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DISCUSSION

Dans cette étude, I'objectif était de déterminer les effets de la spiruline sur la masse
musculaire, la balance protéique et les dommages induits par un exercice a composante
excentrique chez des rats diabétiques (modéle STZ). A notre connaissance, cette étude
montre pour la premiere fois que la complémentation de 4 semaines en spiruline a raison de
300 mg/kg/jour pourrait limiter I'atrophie musculaire et modifier la surface de section des
fibres. Ces mécanismes passeraient par une limitation de la protéolyse en lien avec des
mécanismes anti-inflammatoires et/ou antioxydants. De plus, une telle complémentation
limiterait les dommages musculaires induits par I'exercice a dominante excentrique a 24h
post-exercice. Les mécanismes en lien avec la réponse inflammatoire et I'activation des
différentes populations macrophagiques restent a éclaircir.

Les valeurs élevées de glycémie, de glucose et de fructosamine sont liées a une
destruction incomplete des cellules sécrétrices de l'insuline. Compte tenu de la dose utilisée
de STZ, la destruction des cellules B est incompléte (attestée par la présence d’insuline
résiduelle au niveau plasmatique, lors d’une précédente étude interne au laboratoire (projet
FOODIE) utilisant strictement le méme modele animal). Il induit également un état pro-
inflammatoire (attesté par les valeurs plasmatiques de TNFa. des animaux de FOODIE) et des
dommages oxydatifs (concentrations élevées de CML du méme projet). Ces données sont en
accord avec celles de la littérature (Diab et al, 2015-Rashid et al, 2015-Akbarzadeh et al,
2007).

Malgré son activité hypoglycémique via la C-PC, la complémentation en spiruline ne
semble pas diminuer I'hyperglycémie et améliorer le controle glycémique des rats
diabétiques dans cette étude. Quatre de semaine de complémentation ne seraient pas
suffisante pour diminuer la glycémie et la fructosamine. Dans la littérature, huit semaines de
complémentation permettraient de contrecarrer certains effets de la STZ et donc
d’améliorer le controle glycémique a court et long terme (Deng & Chow, 2010).

1- Effet de la spiruline sur la masse corporelle, la masse musculaire, la surface de section et
les mécanismes

L’évolution de la masse corporelle est similaire aux données de la littérature.
L’augmentation de la masse corporelle révele les adaptations métaboliques des rats, mais ne
compense pas les désordres métaboliques au niveau de la glycémie, des triglycérides et du
cholestérol (Akbarzadeh et al, 2007). Malgré la stabilisation de la masse corporelle, quatre
semaines de complémentation en spiruline ne semblent pas suffisantes pour induire une
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augmentation de la masse corporelle. Ces résultats s’expliquent en partie par une prise
alimentaire relativement similaire entre nos deux groupes (placebo et spiruline). Le suivi des
évolutions des masses grasses et musculaires seraient judicieuses pour expliquer les
résultats de la masse corporelle.

Si 'on compare aux valeurs de masse musculaire et aux valeurs des surfaces de
sections des fibres musculaires retrouvées chez des rats sains dans la littérature, on observe
gue nos animaux présentent une atrophie musculaire (SOL < 156,8 mg, TIB < 645,8 mg)
(Chinedum et al, 2014-Jerkovi¢ et al, 2009-Acevedo et al, 2017). Méme si les résultats ne
sont pas significatifs entre les rats complémentés et non complémentés, grace a sa richesse
protéique, la spiruline semble jouer un réle positif sur la masse musculaire des 4 semaines
pour certains muscles (SOL) (Figure 20, Graphique C). Mais les surfaces de section des fibres
solaires similaires dans les deux groupes appuient que quatre semaines de complémentation
en spiruline ne semblent pas suffisantes pour engendrer de tels effets pour tous les types de
muscles (soléaire, tibialis). Il aurait été intéressant d’étudier la surface de section des EDL. A
ce jour, aucune étude n’a traité des effets de la spiruline sur la masse musculaire de rats
diabétiques. Il n’est pas possible de comparer ces données a celles de la littérature.

Grace a sa richesse protéique, la complémentation augmente naturellement le pool
total des protéines plasmatiques mais sans modifier le taux d’albumine. Cela indique que le
pool des autres protéines de plus petites tailles est augmenté. Cette augmentation des
protéines plasmatique pourrait permettre d’avoir un pool disponible pour le muscle de
maniére a activer la protéosynthese. Cette protéosynthese est dépendante également du
signal insulinique et/ou IGF-1 et de la voie de signalisation Akt/PI3K, mTOR. Or, dans la
littérature, le modéle STZ montre une atrophie musculaire, notamment via la baisse de la
voie insulinique avec l'inhibition de Akt-PI3K (Perry et al, 2016-Nicolau et al, 2016-Stefanetti
et al, 2014). La prise de spiruline de 4 semaines ne permet pas d’améliorer cette voie de
signalisation dans les conditions basales (Cf Figure 21). Il nous est difficile de conclure en
I'absence de données concernant mTOR (en cours d’analyse). Certaines AA (leucine) étant
connues dans la littérature pour activer mTOR sans signal insulinique (Mosoni, 2014).

La masse musculaire est régulée par une balance entre la protéolyse et la
protéosynthese. Or, dans le modeéle diabétique STZ, I'atrophie est essentiellement due a une
suractivation de la protéolyse (Perry et al, 2016). Cette voie est sous la dépendance de FoXO
en particulier. Or la voie de signalisation Akt/PI3K régule I'activité transcriptionnelle des
FoXO. La baisse de la phosphorylation de Akt favorise la transcription des génes codant pour
la protéine FoXO 3a, via I'action des cytokines pro-inflammatoires et des céramides chez les
diabétiques. La phosphorylation de FoXO 3a induit une cascade d’action menant a
I’'augmentation de la protéolyse. Dans le modele STZ, I'expression de FoXO 3a est supérieure
a une population saine (Perry et al, 2016). Dans notre modele, la spiruline tend a diminuer
FoXO 3a (n=4 animaux) et I'expression d’une protéine bien connue pour activer FoXO 3a et
la protéolyse : NF-kB p65. - - -
L'expression élevée de la protéine NF-kB p65 LIJ Action du diabéte
décrite chez les diabétiques est présente dans ce
modeéle STZ (Rigamonti et al, 2013-Perry et al,

2016). En effet, Chen & Kotani (2016) montre aussi g A —»@W
que la spiruline via son composé actif appelé ASTX -E3 -E2

pourrait diminuer I'expression de NF-kB. Or la voie
Atrogine 1
MuRF1

Protéosynthése ‘ ’ Protéolyse ‘ 4




de signalisation NF-kB/FoXO 1/3a active I'ubiquitine Figure 26 : Effets de 4 semaines de
ligase E3 puis les protéines MuRF1 et atrogine 1, complémentation en spiruline au
sont connues pour stimuler la protéolyse (Perry et niveau des voies de protéosynthése
al, 2016). La complémentation en spiruline, en et de protéolyse chez des rats
inhibant ces protéines, pourrait alors diminuer la diabétiaues

protéolyse mais pas l'inhiber totalement (Fabricio &
Maria, 2008), tels que dans la Figure 26 :

2- Effet de la spiruline sur les dommages oxydatifs et musculaires

Grace a la richesse en fer tres hautement assimilable de la spiruline, il convient de
vérifier le niveau de fer et de sa forme de stockage au niveau plasmatique. En effet, le
modele STZ est aussi un modele de surcharge ferrique et donc pourvoyeur de SO. Les rats
STZ présentent des valeurs de sidérémie et de ferritine supérieures aux rats sains (fer > 18-
19 umol/L et ferritine > 42,8 ug/mL) (Chen et al, 2015). Ce que nous retrouvons dans notre
étude. La complémentation en spiruline de 4 semaines n’augmente pas le fer sérique et les
concentrations plasmatiques en ferritine. De plus, la complémentation ne modifie pas des
marqueurs de dommages oxydatifs liés a la peroxydation lipidique tels que 4-HNE et MPO.

Les analyses en cours des vitamines (P carotene, E, certaines du groupe B), des
minéraux AO (Zn, Mn, cu®, Se) et de I'activité d’enzymes AO comme la SOD, GPx ou encore
du rapport GSH/GSSG montreront ou non l'impact des propriétés antioxydantes de la
spiruline chez des rats diabétiques. Car d’apres la littérature, une supplémentation de trois
semaines en spiruline diminue les marqueurs du stress oxydant (Deng et Chow, 2010).
Malgré les concentrations relativement basses d’acide urique par rapport aux animaux sains
de la littérature (Inférieures a 210 pmol/L), la spiruline semblerait augmenter ces
concentrations. Augmenter |'acide urique permet de baisser la voie de la XO, qui favorise le
SO (Bonnefont-Rousselot et al, 2004). Donc la spiruline participerait a cette réaction:
Hypoxanthine— X0y Xanthine + 20, + H,0 — X0, Acide urique + 2°0,™ + 2H".

A cause de la forte activation de la protéolyse et la baisse de la protéosynthése, les
fibres musculaires d’animaux diabétiques sont plus endommagées (Perry et al, 2016-
Acevedo et al, 2017). Ceci est en accord avec notre étude comme en témoignent les valeurs
plasmatiques particulierement élevées de CK et LDH. Comme décrit dans la littérature (Lu et
al, 2006), 4 semaines de complémentation en spiruline préviendrait des dommages
musculaires dans les conditions basales (données de CK Figure 24,A).

Au niveau musculaire, les marqueurs de dommages musculaires CD68, iNOS et CD163
sont les témoins des macrophages M1 et M2, respectivement. Dans les conditions basales,
les valeurs des marqueurs tissulaires iNOS, CD68, CD163 sont élevées ce qui va de paire avec
ce qui est décrit pour CK et LDH dans le modele STZ. La complémentation en spiruline ne
semble pas limiter les phénomenes inflammatoires et dommages au niveau musculaire dans
les conditions basales. Ce résultat n’était pas celui attendu.

iNOS est impliquée dans I'oxydation des lipides et des acides nucléiques via la
réaction chimique : L-Arginine —iNGS—»Citrulline + °NO. Etant fortement exprimé via NF-
kB, ce marqueur révele l'infiltration des macrophages M1 dans les fibres musculaires lésées
apres l'induction de lésions tissulaires chez les diabétiques (Bentzinger et al, 2013). La
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spiruline grace ses composés actifs (C-PC et [-Caroténe) est connue pour diminuer le
médiateur iINOS (Chen & Kotani, 2016- Estrada et al, 2001- Janina et al, 2016). Quatre
semaines de complémentation ne seraient pas suffisantes pour affaiblir ce marqueur témoin
des dommages musculaires et de I'inflammation tissulaire.

Le temps de course réalisé par les rats diabétiques placebo était de 67 £ 31 minutes
lors de I'exercice dommageable. En réponse a cet exercice, il n’y a pas de modification du
diametre des fibres. La voie de signalisation impliquant Akt ne montre pas d’effet de cet
exercice. Cependant, I'absence de données concernant mTOR ne nous permette pas a
I'heure actuelle de préciser les effets de I'exercice dommageable sur la protéosynthese. Cet
exercice dommageable réalisé a peu d’effet sur I'expression de NF-kB et de FoXO 3a. Ceci
mériterait d’étre confirmé sur un nombre d’animaux plus important. En effet, dans la
littérature, les animaux diabétiques qui réalisent un exercice dommageable ont une
élévation immédiatement a I'arrét de MuRF1, Atrogine 1 et NF-kB malgré la diminution du
systeme ubiquitine-protéasome (Perry et al, 2016) et donc une activation massive de la
dégradation protéique (Perry et al, 2016-Stefanetti et al, 2014). L’évolution de FoXO apres
I’exercice aigu excentrique reste a étre étudié chez les sujets diabétiques. Parallelement les
cytokines (IL6, IL8, IL15..) et les chimiokines (MCP1) augmentent fortement (Teixeira de
Lemos et al, 2012). Nos analyses concernant les marqueurs de l'inflammation en réponse a
I’exercice sont en cours.

Dans cette étude, I'exercice dommageable augmente fortement le marqueur de
peroxydation lipidique (Figure 22,C) immédiatement a l'arrét et 24h post-exercice, tout
comme on peut noter une légere augmentation de iNOS pour ces mémes temps et MPO a
24h post-exercice. Ces données sont en accord avec d’autres données de la littérature
concernant des marqueurs tels que iINOS et MPO chez des rats diabétiques (Teixeira de
Lemos et al, 2012). Ceci contribue également a stimuler les phénomenes en lien avec la
protéolyse vu précédemment. Pour faire face a une probable élévation des RL dans ce
contexte d’exercice, il n’est pas surprenant d’observer une augmentation des systemes anti-
oxydants (ici limités aux données concernant I'acide urique).

Pour ce temps d’exercice dommageable, il est normal de montrer une forte élévation
de CK et LDH au niveau plasmatique, de CD68 (macrophage M1) au niveau musculaire,
témoignant tous deux d’une augmentation importante des dommages musculaires. Le
niveau de CD163 (macrophage M2) reste inchangé a TO et augmente tres fortement a T24.
En conséquence le ratio CD68/CD163 reste trés élevé dans le groupe placebo. Ceci est en
faveur d’une présence forte de macrophage M1 et d'une phase pro-inflammatoire
importante. Cette phase a tendance a perdurer dans ce groupe placebo. Ces données sont
en accord avec la littérature concernant CD68 et CD163 et la perturbation de la phase pro-
inflammatoire dans un contexte pathologique et/ou dommageable mais pas forcément post
exercice (Fabriek et al, 2005- Le Moal, 2015). L'utilisation du ratio CD68/CD163 pour
témoigner du changement de phénotype chez des animaux diabétiques est assez novateur
en réponse a I'exercice.
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Le temps de course réalisé par les animaux complémenté est de 75,1 + 48,4 minutes.
Ceci est en faveur d’une durée d’exercice supérieure avec la prise de spiruline. Cette étude
montre pour la premiere fois que 4 semaines de complémentation en spiruline peuvent
améliorer la performance lors d’un exercice épuisant en descente chez des rats diabétiques
STZ. Une étude sur I'lhomme (sportif) montre aussi lors d’un sprint a 95% de leur VO2max un
temps d’épuisement plus faible (Manet, 2016).

En réponse a I'exercice dommageable, notre étude rapporte une augmentation de la
surface de section des rats diabétiques complémentés en spiruline a T24 (p=0,0506). Cela
serait en faveur d’une potentielle hypertrophie. Cette hypertrophie devrait étre en faveur
d’une augmentation de la protéosynthese qui deviendrait supérieure a la protéolyse.

Des éléments semblent aller dans ce sens. En effet, la spiruline augmenterait
l[égerement I'expression protéique d’Akt aprés un exercice dommageable. Nous pourrions
supposer que l'inhibition de mTOR serait levée, et que la voie de signalisation insulinique
(IRS1/Akt/PI13K) serait stimulée. Des analyses futures sur les protéines mTOR, IRS1 et AS160
seront effectuées afin de mieux étayer cette hypothese. La complémentation en spiruline
aurait tendance également a diminuer NF-kB et de FoXO 3a en réponse a l'exercice
dommageable a T24. Ainsi la spiruline pourrait réduire les facteurs d’activation de la
protéolyse aprés un exercice dommageable. L’étude des cytokines pro inflammatoires (CRP,
TNFa, IL6) serait intéressante pour mettre en exergue les propriétés anti-inflammatoires de
la spiruline dans ce contexte post-exercice. Ces cytokines et les céramides stimulant la
protéine NF-kB. Ce qui est décrit dans la littérature concerne plutot la protéolyse limitée par
la prise de spiruline (Fabricio & Maria, 2008). Il est possible que cela soit en lien avec
composé actif appelé ASTX (Chen & Kotani, 2016). Ces données seront a compléter par la
mesure d’autres marqueurs mais sont assez nouvelles dans ce domaine en ce qui concerne
NF-kB et de FOXO 3a en réponse a I'exercice. L'étude de nouveaux marqueurs comme les
cytokines pro-inflammatoires, des protéines des voies de signalisation de la protéolyse
(Protéines ubiquités, MuRF1), de la synthese protéique (mTOR), de l'inflammation (COX-2,
IKKo/B) et de linsuline (IRS1, insuline) pourrait approfondir la compréhension des
mécanismes.

Si la masse musculaire est préservée en partie dans ce modele complémenté en
spiruline, les dommages induits par I'exercice devraient étre plus limités. En ce qui concerne
les dommages oxydatifs, chez les rats diabétiques soumis a cet exercice épuisant en
descente, la spiruline pourrait aider a stimuler un systéme antioxydant (Acide urique) (Chez
I’lhomme : Manet, 2016), a abaisser les marqueurs de peroxydation lipidique (4-HNE, MPO)
via ses composés (B-carotene, ASTX, C-PC, flavonoides, GSH, Zn/Se) et de source de stress
oxydant (fer) via la C-PC. Dans notre étude, la complémentation en spiruline tend a baisser
les marqueurs de peroxydation lipidigue comme 4-HNE et la densité du signal des MPO
infiltrés dans les soléaire en réponse a I'exercice dommageable. De plus, elle aurait tendance
a limiter la surcharge en fer.

En ce qui concerne les dommages musculaires induits par I’exercice, il faut souligner
que l'exercice dommageable induit immédiatement a l'arrét (TO) une élévation aussi
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importante des concentrations de CK plasmatiques chez les animaux complémentés en
spiruline que chez les non complémentés, alors méme que les temps d’exercice sont
supérieurs. De plus, les concentrations de CK plasmatiques retournent presque a leurs
valeurs basales chez 24h post-exercice pour les animaux complémentés en spiruline
(diminution de 34 %) alors qu’elles restent au méme niveau (valeur élevée) pour les non
complémentés (diminution de 8%). La spiruline préviendrait des dommages musculaires (Lu
et al, 2006) si I'on rapporte les valeurs de CK a la méme durée d’exercice. Ces résultats sont
intéressants surtout apres un exercice dommageable. En général, 'augmentation des
concentrations de CK apparait des I'arrét de I'exercice augmente a 24h pour atteindre un pic
sous a 3-6 jours (Schiaffino et al, 2008). Il semble ici que la spiruline exerce des effets
protecteurs vis-a-vis des structures musculaires en limitant les dommages notamment en
diminuant les valeurs de CK. Ces résultats renforcent les données de la littérature (Chinedum
et al, 2014) et les completent en réponse a I'exercice dommageable chez le rat (Chez
'homme : Manet, 2016).

De plus, chez les diabétiques, I'hyperglycémie amplifie les dommages musculaires
(Bernard Catherine et al, 2013). En effet, la formation de céramides altére la voie de
I'insuline en réduisant la phosphorylation de Akt et activera les voies inflammatoires (ARA-
COX2). Cette altération de la voie insulinique (IR) provoquera la dégradation des acides
aminés dans les tissus musculaires (Joffrey De Larichaudy, 2012). Toutefois, aucun marqueur
de [l'activation de la voie des céramides ne prouve ces processus. Comme une
complémentation de 4 semaines ne limite pas d’hyperglycémie, elle ne peut contribuer a
I'inhibition des dommages musculaires par ce biais.

Au niveau musculaire, les rats complémentés expriment principalement une
population de macrophages M1 (CD68) dans les conditions basales. Aprés I|'exercice
dommageable (a T24), les rats complémentés disposent plus de macrophages M2 (CD163)
en nombre. Mais surtout si I'on compare ces données aux animaux non complémentés, on
observe une différence de ratio M1/M2 (CD68/CD63). Ces résultats témoignent du
changement de phénotype : des macrophages pro-inflammatoires en macrophages anti-
inflammatoires (a T24). Alors la spiruline faciliterait la venue des macrophages M2 et donc la
formation de nouveaux tissus musculaires. Chez les diabétiques, la régénération musculaire
est perturbée a cause de la mise en route tardive de la phase inflammatoire. L'amplification
de la phase inflammatoire engendre la suppression de la protéine CD163 par les médiateurs
pro-inflammatoires (Le Moal, 2015-Schiaffino et al, 2008-Fabriek et al, 2005). Ce qui pourrait
étre le cas notre étude dans le groupe non complémenté en réponse a I’exercice. Pour le
groupe complémenté, on aurait un changement de phénotype avec un phénomene plus
précoce favorable a la régénération. Malgré le peu de littérature sur I'effet de la spiruline sur
les marqueurs CD68 et CD163 dans les tissus musculaires chez des rats, nous pouvons
penser que la spiruline pourrait jouer un réle favorable dans la régénération musculaire
apres un exercice dommageable. Cela reste trés hypothétique.

De plus, les données concernant iNOS et MPO semblent contradictoires avec une
augmentation a T24 post-exercice dans le groupe complémenté relativement élevé pour
iNOS. Cela semble difficile a interpréter.
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LIMITES ET PERPECTIVES

Malgré le manque de littérature sur les effets de la spiruline au niveau de I'atrophie

musculaire, des dommages musculaires et de la balance protéique, il semblerait que la
complémentation en spiruline de quatre semaines aurait globalement un effet positif sur les
dommages musculaires. Mais nous pouvons pas conclure, car I'impact de la spiruline sur les
voies de signalisation sont des déductions compte tenu des résultats parcellaires des
protéines impliquées et/ou activées. L'analyse complémentaire d’autres marqueurs
musculaires serait intéressante pour étayer ces hypotheéses aprés un exercice dommageable,
notamment au niveau des voies de signalisation de la protéolyse (Protéines ubiquitinées,
MuRF1), de la protéosynthése (mTOR), de I'insuline et du transport du glucose (IRS1/2, PI3K,
GLUT4, AS160), de I'inflammation (TNFa, Ils, CRP, IKKa/p3), des dommages musculaires (COX-
2) et des systemes pro/antioxydants (CAT, SOD, GPx, GSH, Vitamines/Minéraux
antioxydants, CML). Certains de ces marqueurs sont en cours d’analyse.
Une autre étude parallele avec 8 semaines de complémentation en spiruline semble déja
prometteuse en ce qui concerne les effets positifs sur la masse corporelle et des différents
muscles. Ceci pourrait sous entendre les effets positifs de la spiruline sur la balance
protéique et la surface de section des fibres. La protéosynthese serait stimulée et les
facteurs d'activation de la protéolyse seraient abaissés, provoquant une hypertrophie
musculaire.

L’analyse des dommages musculaires plusieurs jours apres un exercice dommageable
se révelerait profitable afin de remarquer I'impact de la spiruline sur la récupération
musculaire. Certains marqueurs ont leur pic d’expression plus tardive en général : CK a 3-4
jours, iNOS/CD68 a 2-3 jours, CD163 a 3-4 jours chez les sujets sains (Bentzinger et al, 2013-
Rigamonti et al, 2013). Les cinétiques de ces marqueurs dans le modéle STZ restent a
déterminer. Ainsi son impact sur la régénération musculaire pourrait étre mis en avant dans
les différentes phases.

Pour augmenter le niveau de significativité des résultats, 'augmentation du nombre
d’échantillons dans chaque groupe accroitrait la puissance des tests statistiques. |l
conviendrait d’augmenter le nombre d’animaux par groupe dans les analyses de type
Western Blot. La mise en place d’un groupe contrdle pourrait étre bénéfique pour comparer
I'efficacité de la complémentation en spiruline avant et apres, pour vérifier la présence des
dysfonctionnement insuliniques, d’atrophie musculaire (masse des muscles), de stress
oxydant (marqueurs pro-oxydant)... En outre, d’aprés I'analyse sur coupe histologique, la
faible qualité de certaines coupes musculaires pourrait étre pergue comme un biais.
Certaines de ces coupes n‘ont pas pu étre analysées correctement et certaines ont méme
été refaites.

Aprés un exercice physique, la régénération musculaire est indispensable a la
récupération musculaire. Cependant, ces diverses altérations (Inflammation, stress oxydant,
dommages musculaires) sont aussi retrouvées chez les sportifs aprés un exercice physique.
En plus d’améliorer les performances d’endurance et de force musculaire, la spiruline
influencerait de maniéere positive la récupération musculaire, en limitant les dommages
musculaires dus a un exercice dommageable (notamment excentrique) (Braakhuis et al,
2015). Cette complémentation porte un intérét particulier dans des modeles cliniques
(Diabete) et surtout dans des modeéles sportifs. La récupération musculaire est un facteur clé
de la performance chez les sportifs soumis a des épreuves répétées. Les études portant sur
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les stratégies de récupération musculaire contribuent a [Iexploration et/ou
I'approfondissement des connaissances sur les réponses adaptatives des muscles face a un
exercice physique et sur la récupération.

CONCLUSION

L'hypothese avancée était que la spiruline pourrait diminuer les dommages
musculaires induits par le diabéte et par un exercice dommageable chez des rats, via ses
propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires, insulino-sensibilisantes et grace a son role
bénéfique au niveau de la protéosynthese. La courte durée de complémentation ne permet
pas d’avancer que la spiruline joue un role majeur dans la limitation des dommages induits
par le diabete. Néanmoins, la spiruline semblerait diminuer les dommages musculaires
induits par un exercice de type excentrique dans ce modele. Cela pourrait en partie
s’expliquer par une régulation positive sur les cellules musculaires via une balance protéique
moins négative (a confirmer avec I'activation de la protéosynthése et la diminution de la
protéolyse). Cela reste a vérifier. De méme ces effets pourraient s’exercer via des effets
antioxydants et anti-inflammatoire qui sont a compléter. Ainsi nous pouvons supposer que
la spiruline pourrait jouer un réle dans la récupération musculaire. Les résultats semblent
étre prometteurs.

Le manque de donnée de la littérature sur les propriétés musculaires de la spiruline
ouvre un vaste champ d’exploration. Les effets de la spiruline sur la récupération musculaire
demandent de plus amples investigations.
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ANNEXES

Chapitre 1 : Revue de littérature
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Fig. 3. (A) Effect of KHG26693 on blood glucose levels and (B) plasma insulin levels
in STZ-induced diabetic rats. Data are the mean + SEM. values. **Significantly
different from diabetic control (P < 0.05).
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ERO:
-°102 : Oxygene singulet
- 02 °: Anion superoxyde
- H202 : Peroxyde d’hydrogéne
- HO® : Radlical hydroxyle (ou OH")
-OH :Hydroxyde
- ROO °: Radical peroxyle
- ROOH : Peroxyde d"alcool
- RO° : Radical alcoxyle
- ROH : Alcool
- HOCI : Acide hypochloreux

ERN:
-°NO : Monoxyde d’azote (ou NO)
- ONOO™ : Acide peroxynitreux
- ONOOH : Acide peroxynitreux
-NO3 :lon nitrate
-NO2™ : lon nitrite

Espéces Antioxydantes
(Vitamines, minéraux, pigment,
caroténoides, acide urique...)
+
Enzymes antioxydantes (SOD,

CAT, GPx)
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Figure 6 : Les différentes sources de la production des espéces radicalaires
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Western Blot

Etape 1) Homogénats : Afin d’homogénéiser les tissus prélevés, ils sont déposés dans un
tampon de lyse, qui est préparé au préalable. Cette homogénéisation permet de stabiliser le
pH de la solution et de maintenir les réactions enzymatiques intactes en diminuant la
dégradation des protéines. Puis les échantillons sont centrifugés pour prélever les extraits
cytosoliques (Surnageants), qui sont alors congelés a -80°C dans I'attente d’analyse. Cette
centrifugation augmente la rupture des membranes nucléaires et mitochondriales, pour
séparer les surnageants des déchets.

Etape 2) Quantification des protéines : Pour déterminer la quantité totale des protéines
contenues dans les échantillons, la méthode de spectrophotométrie est utilisée pour
déterminer la concentration des protéines via une gamme d’étalon. Les échantillons sont
dilués, incubés dans une solution de Lowry, puis mis dans une solution de Folin dans
I'obscurité. La coloration bleue via la solution de Folin met en exergue les acides aminés.

Etape 3) Migration des protéines par électrophorése : Au préalable, les gels de
concentration et de séparation sont préparés et déposés entre des plaques de verre. Le gel
de concentration permet que toutes les protéines migrent ensemble a la méme vitesse. Le
gel de séparation permet de dissocier les protéines selon leur vitesse de migration
différente. Les échantillons sont déposés dans les puits, avec un marqueur (Bleu de
Bromophénol) pour suivre I"électrophorese. Sous l'influence d’un champs électrique, les
protéines sont séparées selon leur poids moléculaire.

Etape 4) Transfert des protéines sur membrane : De nouveau, les protéines fixées sur les
gels sont placées sous I'influence d’un champs électrique pour se fixer sur les membranes de
nitrocellulose. Dans une chambre froide, les protéines sont transférées au sein d'un
sandwich composé de couche d’éponges, de papiers filtre, de gel et de papier a membrane,
situées dans une cuve rempli de tampon de transfert. Par la suite, les membranes sont
incubées dans une solution de rouge Ponceau pour vérifier le bon déroulement du transfert
et la migration des protéines sur la membrane. Puis sous agitation, les membranes sont
lavées plusieurs fois dans une solution de TBS-T a 0,05% (Tris-Buffer Saline Tween).

Etape 5) Blocage de la membrane : Ce blocage permet de saturer les sites d’interactions non
spécifiques entre la membrane et les anticorps. A température ambiante et sous agitation,
les membranes sont incubées dans des tampons de blocage (BSA (Sérum Albumine Bovine)
ou lait avec du TBS-T).

Etape 6) Incubation avec un_anticorps primaire : Pour mettre en évidence les protéines
recherchées, les anticorps primaires sont déposés sur les membranes et incubés a 4°C sous
agitation toute la nuit. lls vont reconnaitre, se fixer sur les protéines spécifiques et former un
complexe anticorps-antigene (Protéines reconnues comme antigenes). Puis la solution de
lavage spécifique (TBS-T) permet de rincer les membranes (3 fois).
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Etape 7) Incubation avec un_anticorps secondaire : Au niveau du complexe formé au

préalable, I'anticorps secondaire détecte les emplacements des fixations des anticorps
primaires sur les antigenes. L’anticorps secondaire est choisi en fonction de sa capacité a
reconnaitre I'anticorps primaire : soit anti-rabbit ou anti-mouse (Cf Tableau 2 ci dessous).
Puis les échantillons sont incubés dans des solutions de TBS-T, de blocage spécifique a
chaque anticorps (BSA ou lait), d’anticorps dilué dans les conditions suivantes: a
températures ambiantes, sous agitation et dans I'obscurité. Enfin, les membranes sont
rincées dans la solution de TBS-T (3 fois).

8) Révélation et gquantification des protéines d’intérét: A I'aide de la méthode de

chimioluminescence, la position des complexes anticorps-antigénes (a savoir l'activité
enzymatique de HRP liée a I'anticorps secondaire) est trouvée. Les signaux sont quantifiés a
travers le logiciel « ImageGauge ».

Figure 12 : Etapes du Western Blot réalisé dans cette étude

Protéine d’intérét Poids moléculaire Référence Saturation | Incubation Dilution
4-HNE 156 kDA Abcam (Rabbit/Mouse) | Lait 10% BSA 1:1000
FoX03a 97 kDA Cell Signaling (Rabbit) Lait 10% Lait 1:1000
HSC 70 70 kDA Abcam (Rabbit) Lait 5% Lait 1:1000
NF-kB p65 60-65 kDA Abcam (Rabbit) Lait 5% Lait 1:1000
Akt 60 kDA Cell Signaling (Rabbit) Lait 5% BSA 1:1000

p-Akt Ser473 60 kDA Cell Signaling (Rabbit) Lait 5% BSA 1:1000
Tableau 2 : Récapitulatif des protéines d’intérét, de leur forme phosphorylée/totale

Etapes Descriptifs

1 Déparaffinage 8 minutes a 75°C avec I’'EZ Prep Rocheec

2 Etape de pré-traitement permettant de rompre les liaisons moléculaires créées
par le fixateur et modifiant la configuration spatiale des épitopes et leur
accessibilité aux antigenes : Démasquage antigénique des coupes 8 minutes a
95°C puis 28 minutes a 100°C avec le tampon CC1 R (Tris, pH=8)

3 Etape d’inhibition des peroxydases endogénes afin d’éviter le bruit de fond dd a
la coloration de la peroxydase des hématies : blocage de I'activité peroxydasique
du tissu étudié : Traitement H202

4 Incubation des anticorps primaires durant 60 minutes a 37°C:

= Anticorps iNOS : ab15323
= Anticorps CD68 : AB125212
= Anticorps CD163 : ab182422
= Anticorps MPO : A0398
5 Lavage dans du tampon Tris (pH 7,4)
6 Incubation de I'anticorps secondaire anti-Rabbit couplé a I'HRP pendant 16
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minutes a 37°C (peroxydase de raifort : réactif de détection)

7 Révélation sur une durée de 8 minutes avec la diaminobenzydine
(OmniMapDABeRRoche)

8 Contre coloration a I’lhématoxyline de Mayer

9 Désydratation

10 Montage entre lames et lamelles

11 Numérisation des lames via le scanner Hamamatsu Nanozoomer 2.0 RS.

12 Traitement des données : Une fois I'immunomarquage effectué et numérisé, le

zoom des coupes est standardisé grace au logiciel NDP.Viewec . La coupe est
grossie 1,25 fois sur le logiciel et 10 fois a I'export de l'image. L’analyse
s’effectue ensuite par traitement d’image via le logiciel Image pro plus 6c. Le
principe de ce logiciel est de repérer la couleur d’un pixel donné et de quantifier
son apparition sur la coupe. Ainsi les pixels bruns permettent de quantifier
I'infiltration en lien avec les dommages musculaires et les phénomeénes
inflammatoires associés, via le nombre de noyaux marqués et l'intensité du
phénomeéne (densité de pixels). Afin d’avoir la densité, l'aire totale chaque de
coupe était aussi quantifiée. Chaque donnée était transférée sur un tableau
excel a partir duquel on pouvait exprimer pour chaque coupe la somme des
aires des marqueurs d’intérét sur l'aire totale de la coupe puis exprimer les
marqueurs en pourcentage d’aire de la coupe totale.

Tableau 3 : Détails et descriptifs des étapes de la technique d’immunohistochimie analysant les

marqueurs iNOS, MPO, CD68 et CD163
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Figure 13 : Glycémie avant et apreés l'induction du diabeéte par STZ chez les rats
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Résumé

Introduction : Le diabéte est caractérisé par une hyperglycémie chronique, une insulino-
résistance et/ou d’une insulino-sécrétion via les cellules B-pancréatiques, une glucotoxicité
et une apoptose des cellules sécrétrices de l'insuline. L’état inflammatoire et le stress
oxydant sont des facteurs, qui sont probablement a I'origine et ne font qu’amplifier ces
phénomenes chez les diabétiques. En perturbant les voies de signalisation de I'insuline, ces
facteurs bloquent la protéosynthese et stimulent la protéolyse myofibrillaire. Or, apres un
exercice physique, la régénération musculaire est un élément indispensable a Ia
récupération musculaire. Les risques de dommages musculaires sont alors augmentés.

But : L'objectif de ce travail est d’étudier les effets de la spiruline sur les dommages
musculaires induits par le diabéte et par un exercice dommageable chez des rats.

Protocole : Des rats males Wistar dgés de neuf semaines ont été rendus diabétique par une
injection intrapéritonéale de 45 mg/kg de STZ. Par la suite, ils ont été complémentés ou non
complémentés en spiruline pendant quatre semaines. Puis ils sont soumis a un exercice
aigue de type excentrique induisant des dommages musculaires ou non et sacrifiés
immédiatement apres I’exercice ou un jour apres.

Résultats : Quatre semaines de complémentation en spiruline ne semblent pas induire de
modifications au niveau du contréle glycémique et de la balance protéique. Les propriétés
antioxydantes et anti-inflammatoires limitant I'activation de la protéolyse se font surtout
ressentir aprés un exercice dommageable. La complémentation semble augmenter
davantage la masse musculaire chez les rats sédentaires, mais ne permet pas de limiter les
dommages musculaires de maniere importante, comme chez les rats aprés un exercice
dommageable.

Conclusion : Sur la base de ces résultats, la limitation des dommages musculaires induits par
le diabete par la spiruline n’est pas concluante. Néanmoins, pour la limitation des
dommages musculaires induits par un exercice aigu, la spiruline semble étre prometteuse.
L’étude en parallele de huit semaines de complémentation en spiruline pourrait venir
appuyer, approfondir ses résultats et donc étayer les données de littérature manquantes sur
la spiruline et la récupération musculaire.

Mots clés : spiruline, diabéte, dommages musculaires, récupération musculaire, exercice aigu
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Abstract

Introduction : Diabete is characterized by a chronic hyperglycemia, an insulino-resistance
and/or insulino-secretion by p-pancreatic, a glucose intolerance and a apoptose of the
secretary cells of the insulin. The inflammatory state and the oxidative stress are factors,
which are probably originally and are amplififying these phenomena at diabetics. By
perturbing the ways or road of the insulin, these factors stop the protein synthesis and
stimulate the protein degradation. Now, after a physical exercise, the muscular regeneration
is an element essential to the muscular recovery. The risks of muscular damage are then
increased.

Purpose : The aim of this work is to study the effects of the spirulina on the muscular
damage induced by the diabetes and a harmful exercise in rat.

Materiel and methods : Male old rats Wistar of nine weeks were submitted to an injection
of 45 mg/kg of STZ. Afterward, they were complemented spirulina or not during four weeks.
Then they maked an acute exercise of eccentric type induced muscular damage or not and
they are sacrificed immediately after exercise or one day later.

Results : Four weeks of complementation of spirulina don’t seem to induce modification at
the level of the glycemic control and of the protein balance. The antioxidizing and anti-
inflammatory properties are felt especially after a exercise. The complementation seems to
increase more mass muscle among the sedentary rats, but she doesn’t allow limiting the
muscular damage, as among rats after a exercice.

Conclusion : The limitation of the muscular damage induced by the diabete by spirulina isn’t
decisive. Nevertheless, those on the limitation of the muscular damage induced by acute
exercise by the spirulina seem to be promising. In parallel, the study of eight weeks of
complementation by spirulina could come to deepen its results and so support the missing
data of literature on the spirulina and the muscular recovery.

Key words : spirulina, diabete, muscular damage, muscular recovery, acute exercice

54




