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Avant-propos

Le 20 et 21 juillet 2019, déja 50 ans que I'Homme a foulé pour la premiere fois la
surface de la Lune dans le cadre de la mission Apollo 11. A I'occasion de cet anniversaire,
I'administrateur de la NASA, Jim Bridenstine, en a profité pour faire le point sur les
programmes habités a destination de la Lune et de Mars. Avec le soutien du président
américain, la mission Artemis vise un retour sur la Lune en 2024, et I'année 2033 constituera
I'objectif de la NASA pour envoyer des hommes sur Mars. Fin juin 2019 en France, I'Agence
Technique de I'Information sur I'Hospitalisation (ATIH) publie parallélement son rapport pour
I'année 2018 (ATIH, 2019). Durant cette année, dans les hopitaux francgais, 7,2 millions de
patients ont été pris en charge dans le cadre d'hospitalisation compléte, c’est-a-dire en séjour
"classique" a temps complet durant lequel le patient reste la plupart du temps allongé jusqu'a
son rétablissement. En 2018, ces séjours ont duré en moyenne 5,5 jours. Mais quel est le point
commun, me diriez-vous, entre la conquéte spatiale et les séjours a I'hopital ?

La réponse est I'hypoactivité. Que ce soit I'astronaute en impesanteur ou le patient
immobilisé dans un lit, ces deux personnes sont confrontées a une réduction drastique des
contraintes mécaniques imposées a leur appareil musculo-squelettique. De plus,
I'impesanteur et la position allongée bouleversent I'équilibre et la répartition des fluides
organiques. Tous ces facteurs alterent les capacités fonctionnelles de I'individu, retardant la
rémission du patient ou limitant |'astronaute dans ses missions opérationnelles. La mise au
point de divers modeéles expérimentaux mimant I’hypoactivité chez ’lhomme et chez I'animal
permettent aujourd’hui d’établir une analyse fine des diverses conséquences, notamment au
niveau du muscle squelettique et du transport de I'oxygene, facteurs déterminants pour la
performance aérobie. Les mécanismes sous-jacents de ces troubles sont trés étudiés par la
communauté scientifique afin de développer des contre-mesures adaptées et efficaces dans
le but de les prévenir. Parmi les mécanismes existants, I'exploration du métabolisme du fer et
du microbiote intestinal apparaissent comme des pistes innovantes autour de cette
problématique, d’autant que chacun présente des interactions potentielles avec le muscle
squelettique.

Au cours de ce travail de thése, nous nous sommes donc intéressés aux effets de
I'hypoactivité sur le métabolisme du fer et le microbiote intestinal afin d'en étudier les
mécanismes sous-jacents. Nous avons également porté une attention particuliere sur les
dialogues inter-organes impliquant le muscle squelettique, le foie pour sa régulation du
métabolisme du fer et le microbiote intestinal.
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Revue de littérature

L'hypoactivité se caractérise par une activité musculaire extrémement faible au niveau
d'un seul membre ou de I'ensemble du corps (Pierre et al., 2016). En raison des progres des
soins médicaux et du vieillissement global de la population, de plus en plus de personnes se
retrouvent alitées a I'hopital ou a leur domicile. En effet, aux Etats-Unis, 'augmentation de
I’"hospitalisation de personnes agées est estimée a 11.8% entre 2005 et 2015 (Strunk et al.,
2006). Parmi les causes d'hospitalisations avec alitement chez la personne agée, on retrouve
tout particuliéerement la fracture de hanche avec 300 000 nouveaux cas par an aux Etats-Unis
(Jennings et al.,, 2010). L'un des principaux troubles associés a l'alitement est le
développement rapide d’une atrophie musculaire (Borina et al., 2010). Cette atrophie est
souvent un facteur aggravant pour le patient car elle s'accompagne d'une perte de force ainsi
gue d'un déficit fonctionnel. Ces conséquences délétéres exacerbent le mauvais état de santé
du patient en induisant des complications et en augmentant la durée d'hospitalisation, ce
phénoméne concernant tout particulierement les personnes agées (Covinsky et al., 2003). Par
conséquent, la prévention de la perte de masse musculaire en condition d'immobilisation

constitue un enjeu majeur pour les communautés scientifique et médicale.

De plus, les études sur I'hypoactivité vont de pair avec les avancées dans le domaine
de la recherche spatiale, la préparation des astronautes aux vols spatiaux
prolongés constituant un défi majeur pour les années a venir. En effet, le prochain objectif des
agences spatiales vise I'exploration de Mars et exigerait selon les différentes estimations au
moins 200 jours de voyage rien que pour s'y rendre. Dans ce contexte, les astronautes devront
présenter a leur arrivée sur la planete rouge un « bon état physique et psychologique » afin
de réaliser leurs différentes missions en totale autonomie dans un nouvel environnement. Or,
I’hypoactivité est associée a de nombreuses conséquences néfastes pour l'astronaute. En
impesanteur, les contraintes mécaniques imposées a l'astronaute sont réduite induisant dess
dysfonctions structurelles, métaboliques et fonctionnelles (Pietsch et al., 2011). L'étude des
mécanismes inhérents a ces troubles ainsi que la recherche de contre-mesures les limitant

représentent ainsi des objectifs prioritaires pour les agences spatiales.
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l. L'hypoactivité affecte les capacités fonctionnelles et
musculaires

A. Modéeles expérimentaux
La compréhension des mécanismes physiopathologiques associés a I'hypoactivité
nécessite la mise au point et 'utilisation de modeles expérimentaux répondant aux criteres
scientifiques de validité, reproductibilité et pertinence. S'il n’existe pas de modeéle idéal et
universel, de nombreux modeles sont utilisés par la communauté scientifique avec chacun
leurs avantages et leurs limites. Les modeles existants sont synthétisés dans le Tableau 1, et

nous en détaillerons certains dans ce chapitre.

1) Chez I'Homme : du vol spatial a I'alitement jusqu’a I'immersion séche

a) Vols Spatiaux

Les programmes spatiaux menés depuis le début des années 60 par les agences
spatiales américaine (NASA) et russe (IKl) ont permis d’évaluer les effets de I'impesanteur sur
I'organisme. Ces recherches se sont tout particulierement intensifiées grace aux
collaborations entre les agences et la mise en place de la Station Spatiale Internationale (ISS)
au début des années 2000. Dans cette station survolant la planéte a 400 km d'altitude, de
nombreuses expériences ont ainsi permis de mieux caractériser les adaptations musculaires,
osseuses, hématologiques, cardiaques ou vasculaires associées a lI'impesanteur (Fitts et al.,
2000a; Trappe et al., 2009). En évaluant directement les modifications physiologiques dans
I'espace, ces études sont évidemment les plus pertinentes pour répondre aux enjeux de la
conquéte spatiale, mais pas forcément pour étudier les effets de I’hypoactivité en elle-méme.
En effet, tous les astronautes sont soumis a des contre-mesures différenciées et toujours plus
nombreuses pour chaque vol. Ces personnes sont par ailleurs exposées dans I'lISS aux
radiations cosmiques et a I'’hyperoxie constituant des facteurs confondants lorsque Ia
guestion scientifique vise a évaluer spécifiqguement les effets de lI'impesanteur et de
I’hypoactivité. Enfin, la grande variabilité de réponses individuelles en impesanteur et le faible
échantillonnage constituent également de réelles limites dans l'interprétation des résultats
comparativement aux modeéles expérimentaux utilisés sur Terre chez 'homme et I'animal
(Fitts et al., 2000a; Trappe et al., 2009). L’ensemble de ces limites, auxquelles nous pouvons

ajouter le co(t matériel, humain, logistique et évidemment financier, a donc conduit les
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agences spatiales a développer un certain nombre de modeéles expérimentaux sur Terre plus
accessibles. L'alitement, I'immersion seche et I'immobilisation d’'un membre (i.e. platrage,
ULLS) constituent ainsi des modéles permettant de mimer de maniere standardisée les effets
spécifiques de I'impesanteur sur le corps entier ou uniquement sur un groupe musculaire,

avec un colt économique bien moindre (cf. Tableau n°1)

b) L'alitement

L'alitement prolongé (en anglais bedrest) constitue historiquement le modéle de
référence pour explorer chez ’homme les effets de I'impesanteur et de I’hypoactivité. Ces
études se caractérisent par I'alitement de volontaires sains sur une période pouvant aller de
guelques jours a plusieurs semaines, et entrainent une réduction considérable de I'activité des
différents groupes musculaires (tout particulierement posturaux) dans des proportions
proches de ce qui est observé chez I'astronaute (Pavy-Le Traon et al., 2007). Afin de mimer la
redistribution du flux sanguin vers la partie supérieure du corps caractéristique de
I'impesanteur, les volontaires sont allongés et inclinés avec un angle de 6° produisant un reflux
sanguin vers la téte (Pavy-Le Traon et al., 2007). Ce modele d'alitement nommé en anglais
"Head-down bedrest" serait en effet plus représentatif que I'alitement horizontal classique
pour reproduire la redistribution des volumes corporels s’opérant en impesanteur
(Montgomery, 1993). Ce type d'études est aujourd'hui beaucoup utilisé en raison de leur
relative accessibilité. De plus, les résultats issus de ces expériences présentent I'avantage
d’évaluer concretement les effets de I'alitement lors de périodes d’hospitalisations conférant
au bedrest un double intérét aussi bien pour la recherche médicale que pour la recherche

spatiale (Adams et al., 2003).

¢) Immersion séche

Au début des années 70 en Russie, un nouveau modele a été proposé : I'immersion
séche (en anglais dry immersion). Ce modeéle consiste a immerger un individu dans de I'eau
thermiquement neutre et recouverte d’'une bache élastique et étanche. Le sujet repose donc
allongé librement dans |'eau tout en restant sec, justifiant ainsi le terme d’immersion séche
(Shul’zhenko et al., 1983). Les propriétés élastiques du tissu permettent de mimer les effets
de I'impesanteur via la flottaison et de reproduire les trois grandes altérations physiologiques
associées a 'impesanteur, a savoir I'hypoactivité musculaire, I'absence de soutien et d’appuis

et une redistribution du volume sanguin vers le haut du corps (Tomilovskaya et al., 2019).
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Contrairement au bedrest, ce modele limite totalement la possibilité pour le sujet de se
reposer sur des supports et de disposer d’appuis solides. Des études récentes portant sur des
modifications cardiovasculaires, posturales et neuromusculaires et comparant les effets de 21
jours de bedrest et de 3 jours d’'immersion seche révelent des effets semblables dans leur
amplitude, suggérant que I'immersion séche induit des altérations beaucoup plus rapidement
(Tomilovskaya et al., 2019). Ceci permet d'étre au plus proche des modalités d'inactivité
musculaire rencontrées en situation réelle dans I'espace par rapport au modéle d'alitement
classique (Navasiolava et al., 2011). Ce modele permet ainsi de réduire le temps des études
cliniques, et donc mécaniquement les colits humains et financiers associés. Néanmoins, la
conception de baignoires spécifiques utilisées pour ces études est colteuse. Par conséquent,
seules les agences spatiales russes et francaises (CNES) utilisent actuellement ce modeéle, le
CNES conduisant ses expérimentations au sein de I'Institut de Médecine et de Physiologie

Spatiales (MEDES) a Toulouse.

2) Chez l'animal : la suspension par la queue, le modéle de référence

Le modéle le plus communément utilisé pour explorer les effets de I'hypoactivité chez
le rongeur est la suspension du rat ou de la souris par la queue. Ce modele développé par la
NASA au début des années 80, notamment par Ruth Globus et Emily Morey-Holton, est
toujours considéré comme le modele de référence pour étudier les effets biologiques de
I'impesanteur chez le rongeur. Grace a un systéme de harnais, le rongeur peut se déplacer
dans sa cage mais ne peut plus utiliser les muscles de ses membres inférieurs induisant une
hypoactivité drastique au niveau des muscles posturaux. Un nombre considérable de travaux
ont ainsi été publiés sur les effets de I'hypoactivité sur le systeme musculosquelettique
(Morey-Holton and Globus, 2002). Dans ce modele, I'animal est suspendu avec un angle
d’environ 30° permettant de générer une redistribution du flux sanguin vers la partie
antérieure du corps de l'animal, et mimant ainsi les effets observés en situation
d’'impesanteur. Ce modele est également trés utilisé pour étudier les effets de I'hypoactivité
sur les fonctions cardiovasculaires et la modification des flux liquidiens dans I'organisme. Plus
récemment, de nouveaux travaux élargissent les champs d’exploration en s’intéressant aux
effets de I’hypoactivité sur d’autres organes comme le cerveau, la rate ou le foie (Morey-

Holton et al., 2005).
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Tableau n°1 : Descri

ption des principaux modeéles d'hy

ypoactivité chez I'homme et le rongeur

Chez 'Homme Cible Avantages Limites Références
Vol spatial - Etude de référence - Co(it économique Edgerton et al., 1995;
pour l'impesanteur - Echantillonnage faible | LeBlancet al., 1995;
Cor.ps - Réalité de - Contre-mesures en s\j_zg? :t al.'/191?379;9
entier I’environnement spatial | paralléle drick et al.,
Alitement (bedrest) - Etude de référence - Présence d’appuis Convertino et al. 1989;
pour les personnes - Durée longue LeBlanc et al., 1992;
Horizontal s Berry et al., 1993;
el siées
Corps - Facilité et Tabata et al., 1999;
entier , R Kawakami et al., 2000,
6" HOT Bed Rest econ_om_lque ) Kawakami et al 2001;
w - Inclinaison mime la Akima et al., 2001;
R redistribution sanguine Ferretti et al., 2001;
en impesanteur Alkner et al. 2004
Immersion séche - Aucun appui - Induction de douleurs | Navasiolava et al., 2011;
- Modele proche de dorsales Demangel et al., 2017;
Corps I'impesanteur - Modéle encore peu Tomilovskaya et al., 2019
entier - Rap|d|,te des effets utlllse’donc peu de
observés données
ULLS - Facilité, Economique - Activité musculaire Hather et al., 1992;
) - Comparaison maintenue sur autres Adams et al. 1994;
Lhy controlatérale intra- membres Ploutz-Snyder et al.,
Jambe suiet 1995; Schulze et al. 2002;
S unilatérale PJ he d diti Clark et al. 2006;
~A\ - Proche des conditions Cook et al,, 2010
IR\ avec un membre
B immobilisé (platrage)
Chez I'Animal Cible Avantages Limites Références
Vol spatial - Etude de référence - Transposition de Henriksen et al., 1993;
c pour l'impesanteur I’animal & I'humain Caiozzo et al., 1994;
r e s , ) .
orps - Réalité de - Echantillonnage faible | Sandonaetal, 2012
entier s )
I’environnement spatial
Suspension Corps - Facilité - Transposition de Thomason et al. 1987;
par la queue # entier - Inclinaison mime la I’animal & I'humain D’Aunno et al., 1990;
- sauf redistribution sanguine | - Appuis des pattes 1992
- /}} b en impesanteur antérieures Bangart et al,, 1997;
5 4 me[‘n. res Cros et al., 1999;
£ 2 supérieurs

Miyazaki et al., 2008;
Derbre et al., 2012

Dénervation

- Trés (trop) grande

- Transposition de

Yoshimura et al., 2002;
Nicolino et al., 2009;

- Moins drastique que
la dénervation

Patte efficacité I’animal a I'hnumain
unilatérale | - Analyse controlatérale | - Modele trop Bongers et al., 2013;
intra-sujet drastique Wuet al., 2014;
Liu et al., 2019
Blocage d'une patte - Référence pour un - Transposition modéle | Caron etal., 2009;
— membre immobilisé animal a I'humain. Chacon-Cabrera et al.,
Patte - Analyse controlatérale | - Appuis des pattes 2017;
unilatérale | intra-sujet avant '-_anB etal., 2012;
Lin etal., 2016

Tableau n°1: Les principaux modeéles expérimentaux d'hypoactivité
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En conclusion, chez 'Homme et I'animal, I'alitement et la suspension par la queue sont
les modeles les plus utilisés mais I'immersion seche lorsqu’elle est accessible apparait
particulierement pertinente. Contrairement aux modeles d’immobilisation, de suspension
unilatérale ou de dénervation, ces modeles permettent d’étudier, les effets de I'impesanteur
et/ou de I'hypoactivité sur le corps entier et d’avoir une analyse physiologique et intégrée de

I’étude de ses conséquences.

B. L'hypoactivité altere les performances physiques

D’un point de vue global, I'hypoactivité est associée a une réduction de nombreux
parameétres en relation avec la performance physique : vitesse maximale aérobie (VMA),
VOamax, endurance, force et profil force-vitesse (notions définies dans le tableau n°2). Ces
altérations ont des conséquences importantes, que ce soit pour I'astronaute ou le patient. En
effet, la performance physique des astronautes, en situation d’'impesanteur ou de gravité
partielle, constitue un enjeu majeur pour la réussite des missions (caractérisées par des efforts
prolongés) qui leur sont confiées (i.e. sorties extravéhiculaires, exploration ou encore
situations d’urgence) (Adams et al., 2003; Hackney et al., 2015). Parallelement, chez le patient,
la réduction de la capacité aérobie représente en plus de la cause initiale d’hospitalisation, un
facteur aggravant altérant sa capacité a récupérer et a supporter un traitement
médicamenteux I'engageant dans une spirale de déconditionnement (Covinsky et al., 2003).
L'état de santé s’aggrave alors, induisant des complications qui augmentent les temps

d'hospitalisation, notamment chez les personnes agées (Covinsky et al., 2003).

1) VOzmaxet endurance

L’étude de Trappe et al. comparant les effets du vol spatial et de |'alitement montre
un impact similaire sur la VOamax avec une diminution de prés de 10% chez 4 astronautes aprés
une mission de 17 jours et de 7% chez 8 sujets aprés un alitement de méme durée (Trappe et
al., 2006). Chez l'astronaute, malgré les contre-mesures physiques réalisées, la V Oamax
diminue de presque 20% aprés 15 jours de vol et se stabilise jusqu'a la fin de leur mission (i.e.
180 jours) (Moore et al., 2014). L'hypoactivité lors de vol spatiaux de longue durée est
également associée a une diminution de la capacité du muscle de répéter un effort sur des
protocoles isocinétiques (Gopalakrishnan et al.,, 2010). Cette fatigabilité musculaire est
d'ailleurs confirmée sur des modeéles animaux simulant I'impesanteur (McDonald et al., 1992).

De plus, des mesures ex-vivo montrent que le soléaire de souris soumises a 28 jours de
15
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suspension par la queue est moins endurant et récupere moins bien sa force aprés un
protocole d'endurance (Feng et al., 2016). Les mécanismes a |'origine de la réduction de ces
deux parameétres fonctionnels peuvent se situer a différentes étapes du parcours de I'oxygene
dans|’organisme : poumons, cceur, sang et bien slr, muscle squelettique. De longues périodes
d'hypoactivité sont effectivement associées a des troubles cardiovasculaires : atrophie du
myocarde, réduction du volume d'éjection systolique (Perhonen et al., 2001; Zhang, 2001) ou
encore diminution du volume plasmatique (Convertino, 1997; Stegemann et al., 1997) qui,
ensemble, alterent la capacité de l'individu a répondre et a s'adapter a des exercices
prolongés. Enfin, les adaptations aérobies en impesanteur sont similaires quel que soit I'age
ou le genre du sujet (Convertino, 2011). Enfin, le déconditionnement a I'effort induit de
nombreux troubles musculaires participant a I'altération de la performance aérobie, mais ces
répercussions sont telles qu’elles feront I’'objet d’un chapitre spécifique dans ce document (cf.

page 22).

2) Force et profils Force-Vitesse

Une autre conséquence fonctionnelle majeure de I’hypoactivité est la perte de force
musculaire, tout particulierement au niveau des muscles posturaux. En effet, depuis les
missions Skylab dans les années 70, il est connu que les vols spatiaux réduisent le pic de force
maximale au niveau de différents groupes musculaires (Convertino and Tsiolkovsky, 1990). De
maniére intéressante, plus le temps passé en impesanteur est long, plus importante est cette
perte de force. Aprés une mission de 6 mois, la diminution de la force de flexion plantaire
atteint ainsi 48% tandis qu'en 28 jours de vol, elle se limite a 20% de la force des muscles de
la cuisse (Zange et al., 1997). Ces résultats sont en accord avec le modeéle de bedrest ol 30
jours d'alitement sont associés a une perte de force des extenseurs du genoux de I'ordre de
20% chez les hommes et de 10% chez les femmes (Schneider et al., 2016). La méta-analyse de
Adams et al. (2003) montre que cette perte de force est majeure au début de I'exposition a
I'hypoactivité et se stabilise avec le temps (cf. illustration n°1). Chez I'animal, on retrouve
également une diminution importante et rapide de la force maximale du soléaire chez des
rongeurs suspendus (Riley et al., 2005). De maniére intéressante, aprés la période de
suspension, la force diminue davantage dans les premiers jours post-suspension (Pottle and
Gosselin, 2000; Widrick et al., 2008).Ces pertes de force sont accompagnées d’une altération
des profils force-vitesse et donc de la puissance musculaire. En effet, chez de jeunes individus
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soumis a un protocole ULLS, la force de contraction sur ergomeétre isocinétique apres 1 et 4
semaines d’exposition est d'autant plus altérée que la vitesse imposée est lente (Berg et al.,
1991; Deschenes et al., 2008).

Contrairement a I'endurance, le genre semble influencer la perte de force musculaire
en hypoactivité. Ainsi, les hommes perdent visiblement moins de force que les femmes lors
de l'immobilisation d'un membre, ce phénoméne étant caractérisé par une diminution de
I'activation nerveuse du muscle (Deschenes et al., 2009, 2012; Yasuda et al., 2005). De la
méme maniere, I'avancée en age influence directement la réduction de la force musculaire
associée a I’hypoactivité. Ainsi, les sujets agés perdraient proportionnellement moins de force
en réponse a I’hypoactivité que les sujets jeunes, en raison de la sarcopénie déja apparente et

liée au vieillissement (Hvid et al., 2010; Suetta et al., 2009).
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Tableau n°2 : Description des parameétres de performances fonctionnelles

Parametres de

lors d'un effort maximal

ou ex-vivo

Définition Méthode de mesure Déterminants principaux
performance
Vitesse N
. . . Test incrémental sur .
maximale Vitesse a laquelle ) i VO2max
L e e piste ou sur tapis de _
aérobie l'individu atteint VOumax course Economie de course
(VMA)
Volume sanguin
Volume d'oxygene Contenu mitochondrial
maximum que Test incrémental sur musculaire
VOimax I'organisme est capable | ergocycle ou sur tapis de Typologie musculaire
de consommer lors d'un | course avec mesure des Capillarisation
effort intense par unité | échanges gazeux. musculaire
de temps Débit cardiaque
maximal
Masse du muscle
Force Valeur maximale de la Exercice isométrique Typologie musculaire
maximale force que peut produire | contre la résistance d'un Stocks en
un groupe musculaire capteur de force in-vivo phosphocréatine
volontaire

Pennation musculaire
Recrutement nerveux

Force-Vitesse

Profil des valeurs
maximales de la force
que peut produire un
groupe musculaire lors
d'un mouvement a
différentes vitesses
données.

Test charge-vitesse sur
ergocycle

Test de sauts verticaux
avec différentes charges
Tests de force a
différentes vitesses fixes
sur machine
isocinétique

Force maximale
Vitesse maximale
Typologie musculaire
Recrutement nerveux

Tableau n°2 : Les principaux parameétres de performance fonctionnelle
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lllustration n°1 : Impact de I'hypoactivité sur la Force musculaire
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\

Modulation chez I'Homme de la Force Maximale (Fmax) de différents groupes musculaires sur différents modeles
d'hypoactivité au cours du temps. Figure adaptée d'Adams et al. (2003).

B) Représentation de l'altération de la relation Force-Vitesse en condition d'hypoactivité. Figure adaptée
d'Adams et al. (2003).
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C. L'hypoactivité induit des altérations physiologiques et organiques

Les altérations des capacités fonctionnelles induites par I'hypoactivité précédemment
décrites s’expliquent par un grand nombre de modifications sur différents systéemes
physiologiques (cf. lllustration n°2).

Ainsi, les astronautes tout comme les patients alités sont sujets a des troubles de
I'équilibre et a des modifications de la perception de leur propre corps dans |'espace (Harris
et al., 2017). Les contraintes exercées par I’hypoactivité sur le systéme musculo-squelettique
conduisent au développement d’une fragilité musculaire et d’'une ostéoporose précoce. En
raison d’absence de contraintes mécaniques habituellement exercées par ['attraction
terrestre ou de contractions naturelles du muscle squelettique dans un environnement
gravitationnel, le remodelage osseux est affecté avec une résorption accrue au détriment de
la formation et de la minéralisation osseuses (Grimm et al., 2016). Cette réduction de densité
minérale osseuse touche principalement les os porteurs comme les vertébres lombaires ou
les tétes fémorales (Hargens and Vico, 2016). De plus, lorsque le corps est soumis a
I'impesanteur ou a l'alitement, une réduction du volume sanguin s’opére tres rapidement en
raison principalement d’'une diminution du volume plasmatique, ce phénomene étant associé
a un remodelage cardiaque (Blomqvist et al., 1994; Buckey et al., 1996). En position verticale
et soumis a la pesanteur, le cceur travaille en effet constamment contre la gravité et fait face
a un retour veineux peu efficace. En situation d’impesanteur ou simplement en position
allongée, les volumes liquidiens sont redistribués dans les parties supérieures du corps et le
travail du cceur est réduit pour envoyer un volume de sang équivalent a I'organisme a chaque
battement. Par conséquent, le coeur subit un remodelage structurel en situation
d’hypoactivité conduisant a une atrophie du ventricule gauche (Dorfman et al., 2007; Zhong
et al., 2016). Ainsi, il a été montré par IRM, que la masse du ventricule cardiague gauche
diminuait de 8% apres 6 semaines d'alitement et de 10% aprés un vol spatial de 10 jours
(Perhonen et al., 2001).

Méme si les conséquences des différentes altérations citées constituent des facteurs
clés dans la détérioration de la santé de I'astronaute et du patient alité, ce travail de these se
focalisera principalement sur les altérations du muscle squelettique et du transport de
I'oxygene. En effet, les astronautes en mission, tout comme les patients alités, voient leur

masse musculaire se réduire extrémement rapidement favorisant la perte de force musculaire
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(Fitts et al., 2000a). La réduction de la capacité du muscle squelettique a extraire et utiliser
I'oxygéne associée a cette perte de masse musculaire participe également au
déconditionnement de I'individu a I'effort réduisant ainsi sa VOamax (Hoffmann et al., 2016;
Levine et al., 1996). De plus, I'atrophie musculaire en situation d'hypoactivité est associée au
développement d’une insulino-résistance musculaire, un facteur de risque contribuant a long
terme au développement d’un diabéte de type 2 (Kenny et al., 2017). Par conséquent, la
compréhension des mécanismes cellulaires et moléculaires inhérents aux altérations du
muscle squelettique et du transport de I'oxygéne en hypoactivité devient un enjeu majeur
pour préserver I'état de santé et les capacités fonctionnelles de I'astronaute et du patient

alité.
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Illustration n°2 : Principales altérations physiologiques et organiques de I'hypoactivité

Désorientation de l'oreille interne

Atrophie du myocarde
N Force des muscles posturaux

N Profil Force-Vitesse

N Capacités cardio-vasculaires

N VOZmlx
N Endurance

N Masse des muscles posturaux

N volume plasmatique

N Densité minérale osseuse

|. N Contraintes sur les
membres posturaux

(copyright image Daniels and Daniels)
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1) Conséquences spécifiques de I’hypoactivité sur le muscle squelettique

a) Atrophie musculaire

Effets macroscopiques

La perte de force musculaire précédemment décrite est en partie liée a I'impact négatif
de I'impesanteur sur la taille du muscle. En effet, aujourd’hui, I'induction d’une atrophie
musculaire est démontrée dans tous les modeles d’hypoactivité (cf. Tableau n°3). Cette perte
de masse musculaire peut étre moins marquée lors des vols spatiaux car les astronautes sont
soumis a des contre-mesures limitant la perte de masse musculaire (LeBlanc et al., 2000).
L’analyse exhaustive de la littérature permet de retenir que ce phénomeéne n'est en revanche
pas systématique sur I'ensemble des 570 muscles striés squelettiques du corps humain. En
effet, les muscles posturaux, majoritairement composés de fibres de type | comme le soléaire
sont davantage concernés par le déconditionnement musculaire induit par l'impesanteur
(Gambara et al., 2017; Miokovic et al., 2012). A l'instar de I'humain, on observe aussi chez
I'animal que I'atrophie n'est pas homogéne pour tous les muscles puisqu'apres a peine 6 jours
de vol spatial, on observe une atrophie de 38% pour le soléaire contre une perte de seulement
16% pour le gastrocnémien, tandis que les masses du muscle long extenseur des orteils (EDL)

et du tibial antérieur ne sont pas modifiées (Henriksen et al., 1993).

Il existe également un lien proportionnel entre la durée de I’hypoactivité et I'amplitude
de I'atrophie (cf. Tableau n°3). En effet, un trés grand nombre d'études incluant des protocoles
d'alitement allant de 7 a 120 jours indiquent une atrophie des extenseurs du genou et des
fléchisseurs plantaires allant de 3% a 30% selon la durée d'alitement (Akima et al., 2001;
Alkner and Tesch, 2004a, 2004b; Berg et al., 2007; Convertino et al., 1989; Ferrando et al.,
1995; Ferretti et al., 2001; Kubo et al., 2004; Shackelford et al., 2004). L’ensemble de ces
données ont conduit a estimer que la diminution de masse musculaire pour les extenseurs du
genou et pour les extenseurs du pied était de I'ordre de 0,4% par jour d'alitement (Narici and
de Boer, 2011).

Autre élément important caractérisant cette atrophie et a présenter ici : sa cinétique.
A ce sujet, une méta-analyse a compilé les résultats d'un grand nombre d'études utilisant les
guatre grandes modalités d'hypoactivité chez I'hnomme (i.e. vol spatial, bedrest, immersion
séche et ULLS) permettant de modéliser la cinétique de perte de masse musculaire dans le
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temps. Les conclusions de cette méta-analyse indiquent que la masse musculaire
diminue de fagon trés rapide dans les 2 a 3 premieres semaines avant de se stabiliser (Adams
et al.,, 2003). Nous pouvons a nouveau souligner que lI'immersion séche est un modéle
d’hypoactivité drastique avec des effets accélérés comparativement au bedrest. En effet,
Demangel et al. (2017) ont observé une diminution de 3% de la surface transverse de la cuisse
aprées seulement 3 jours d’'immersion seéche, ces résultats étant associés a des réductions de
10 a 15% de la surface de section transverse des fibres selon le type de fibres évalué
(Demangel et al., 2017). Chez I’'animal, I'une des études les plus spectaculaires montre qu'en
seulement deux jours de suspension, la masse du soléaire de rat diminue de pres de 20%,
soulignant I'importance de cibler cette perte de masse musculaire dés les premiéres heures
et jours d’hypoactivité (Cros et al., 1999). Ces résultats soulignent le caractére adaptatif de
cette perte de masse musculaire qui n’est pas continue et linéaire, avec un impact majeur dés
les premiers jours, puis une stabilisation une fois que la masse musculaire est adaptée aux
contraintes mécaniques réduites en situation d’impesanteur ou d’alitement. Enfin, le dernier
élément a prendre en considération est l'importante variabilité interindividuelle reportée sur
la variation de la taille des fibres musculaires avec des études observant des diminutions de la

taille des fibres de type | allant de 2 a 19% selon les individus (Widrick et al., 1999).

Contribuant a la perte de force ainsi qu’au déficit fonctionnel, I'atrophie musculaire
constitue l'un des principaux troubles associés a l'alitement (Borina et al.,, 2010). En
comprendre les mécanismes sous-jacents est un enjeu de taille pour la prévention de la perte
de masse musculaire chez les patients alités ou platrés ainsi que pour les astronautes

(Covinsky et al., 2003).
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Tableau n°3 : Hy

ypoactivité et atrophie musculaire chez I'hnomme et I'animal

Parameétres

par la queue

Références Modele Sujets Durée , Cible Résultats
mesures
Vol spatial | 3 astronautes | 5 jours CSA fibres Vaste latéral -11 a -24% (vs pré-vol)
Edgerton et al., 1995
Vol spatial | 5 astronautes | 11 jours CSA fibres Vaste latéral -16 a -36% (vs pré-vol)
gastrocnémiens -12%; Soléaire -
0/ « -39%: -
LeBlanc et al., 1995 Vol spatial | 4 astronautes | 17 jours IR'YI surface Muscles 10%; muscle du dos’ ?:A' Psoas
section muscle | posturaux 10%; muscles antérieur de la
jambe -3%. (vs pré-vol)
Zange et al., 1997 Vol spatial | 3 astronautes | 6 mois IR'YI surface Triceps Sural -6 a -20% (vs pré-vol)
section muscle
IRM f;
Ferrando et al., 1995 Bed rest (BR) 5 hommes 7 jours se::;:ce Cuisse -3% (vs pré-BR)
abataetal., ed rest ommes jours R aste latéra -7% (vs pré-
Tab 1., 1999 Bedrest(BR)| 9h 19j 'R':::::ce Vaste latéral 7% §-BR
Vaste latéral -5%; Vaste interne; -
. . IRM surface Muscles 10%; gastrocnémiens -15%;
Ak l., 2001 B BR 15 h 2 . vl e 2
B Gl A0y B DD WIS section posturaux | Soléaire -10%; tibial antérieur -8%
(vs pré-BR)
. . IRM surface Muscles quadriceps -7%; gastrocnémien -
K k l.,2001 | B BR h 2 . 2l 2
awakami et al., 200 SLICE (R 5 hommes 0 jours section posturaux 14%; soléaire -13% (vs pré-BR)
IRM Surface
. . . . Surface d tion -5%; Vol -
Convertino et al. 1989 | Bed rest (BR) 8 hommes 30 jours | de section et | Triceps Sural urtace foi/ec(\/l:;ré BoR) olume
volume ? )
. IRM surface Quadriceps, | quadriceps -11%; gastrocnémien
B I, 1 B BR h . ) A p
erry et al.,, 1993 Sl 6 hommes 30 jours de section triceps sural -8%; soléaire -13% (vs pré-BR)
iceps, iceps -10%; Tri I -
Alkner et al., 2004 Bed rest (BR) 9 hommes 30 jours | IRM volume Q}Jadrlceps quadriceps -10% tICEpS sura
triceps sural 16% (vs pré-BR)
— S
Ferretti et al., 2001 Bed rest (BR) 7 hommes 42 jours IRM surface Quadriceps Diminution (!e 17% de’la surface
de section de section (vs pré-BR)
. . . IRM surface Muscles Vastes -16%; gastrocnémiens -
Miok 1.,2012 | B BR h . . A
iokovic et al., 20 SLICE (R 9 hommes 60 jours de section posturaux 22%, soléaire -23% (vs pré-BR)
. Quadriceps, | quadriceps -18%; Triceps sural -
Alkner et al., 2004 Bed rest (BR) 9 hommes 90 jours | IRM volume X ,
triceps sural 29% (vs pré-BR)
" " o -
LeBlanc et al., 1992 Bed rest (BR) 8 hommes _120 IRM volume Q.uadrlceps, CLECLIZ LD 0 T’rlceps sural
jours triceps sural 30% (vs pré-BR)
Shackelford et al., 5 hommes et 120 Quadriceps, | quadriceps -16%; Soléaire -29%;
B BR IRM vol
2004 SLICE (LY 4 femmes jours volume triceps sural | gastrocnémien -28% (vs pré-BR)
Immersion (Ii:“:ef:ltjirc::c:t cuisse -3% et
Demangel et al., 2017 N 12 hommes 3 jours ) L. Cuisse section fibres musculaires -10 a -
seche Histochimie ‘. .
CSA 15% (vs pré-immersion)
- 120 " "
Shenkman et al., 1997 Imn‘1ers|on ? 7 jours CSA fibres Cuisse 18% fie sectlon’d'es flbre.s
séche musculaires (vs pré-immersion)
. . Suspension . Pesée (poids) . Masse : -22% (vs pré-Suspension)
Biivazahiyciz0s par la queue bl 7 jours et CSA fibres ST CSA : -37% (vs pré-Suspension)
. 5 jours | Pesée (poids) solaire -26% (vs control)
Berthon et al. 2007 Suslp ension 7 rats
Dalgalducuc 10 jours | Pesée (poids) solaire -38% (vs control)
Suspension . Pesée (poids) . Masse : -49% (vs pré-Suspension)
Derb t al., 2012 7 rat 14 " | . .
erore et a par la queue rats Jours et CSA fibres solaire CSA : -69% (vs pré-Suspension)
Suspension 9 rats 2 jours | Pesée (poids) solaire -20% (vs pré-Suspension)
par la queue
Rabereon 9 rats 4 jours | Pesée (poids) solaire -22% (vs pré-Suspension)
par la queue
Cros et al., 1999 Suspension 9 rats 8 jours | Pesée (poids) solaire -39% (vs pré-Suspension)
par la queue
Rabereon 9 rats 21 jours | Pesée (poids) solaire -41% (vs pré-Suspension)
par la queue
Suspension 9 rats 28 jours | Pesée (poids) solaire - 46% (vs pré-Suspension)

Tableau n°3 : Atrophie musculaire en réponse a I'hypoactivité
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Mécanismes cellulaires sous-jacents

Le muscle squelettique est un organe plastique et sa masse dépend de I'équilibre entre
protéosynthése et protéolyse assurant un renouvellement protéique perpétuel, et dont les
mécanismes sous-jacents sont explicités par les illustrations n°3 et n°4. Dans des conditions
normales, ce renouvellement maintient la masse musculaire tout en assurant le
remplacement des protéines dysfonctionnelles nécessitant une dégradation. Cette
dégradation est primordiale pour maintenir la biodisponibilité en acides aminés pour la
synthése protéique. En considérant qu'un individu ingere environ 1 g de protéine par
kilogramme de poids de corps par jour via son alimentation, on considére qu’entre 3,5 a 4,5
g/kg de protéines sont synthétisés et dégradés chaque jour. Pour une personne de 70 kg, cela
correspond a 280 g de protéines renouvelées par jour soit la quantité totale de protéines dans
un muscle de 1,5 kg (Mitch and Goldberg, 1996). Dans le contexte de I'hypoactivité, ce systéeme
se retrouve déséquilibré et le renouvellement des protéines n'arrive plus a compenser leur
dégradation. La diminution de la protéosynthése et I'augmentation de la protéolyse en sont a
I'origine.

Il est aujourd'hui reconnu que les modéles d'hypoactivité induisent trés rapidement
des altérations des flux de synthése au niveau musculaire (Glover et al., 2008; Kortebein et al.,
2007; Wall et al., 2013). Ainsi, 14 jours d'alitement diminuent la synthese protéique d’environ
50% au niveau musculaire (Ferrando et al., 1996; Paddon-Jones et al., 2004). De nombreuses
études utilisant des modeéles de suspension ou de dénervation chez I'animal montrent une
diminution de I'expression musculaire de l'insulin-like growth factor-1 (IGF-1) ainsi qu'une
altération de l'activation de certains marqueurs associés a la voie de synthése protéique
Akt/mTOR/S6k1 (Bodine et al., 2001; Hanson et al., 2013; Hornberger et al., 2001); (cf.
illustration n°3)

Cependant, le rble d'une dérégulation de cette voie Akt/mTOR/S6k1l demeure
controversé (Crossland et al., 2019). En effet, certaines études n'observent aucune altération
des états de phosphorylation ou des contenus protéiques pour Akt, S6K1, 4E-BP1 et elF-4E
aprés 10 et 21 jours de suspension chez le rongeur (de Boer et al.,, 2007). De maniére
intéressante, la temporalité semble aussi importante a prendre en compte dans ces
mécanismes puisque la synthése protéique est altérée dans les 3 premiers jours d'hypoactivité

chez I'animal et demeure diminuée de maniere stable par la suite (Baehr et al., 2017).
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lllustration n°3 : Voie de signalisation principale régulant la protéosynthése

Insuline / IGF-1

Récepteur a l'insuline

|
o

D
/

Cytoplasme

TsC1

Rheb

Raptor

mTORC1

Synthése protéique

La protéosyntheése ou synthése protéique est principalement régulée par la voie PI3k/Akt/mTOR (Mounier et al., 2011). PI3k
est activée notamment par l'insuline ou IGF-1 (White, 2016). La forme active de PI3K augmente ensuite I'activité de la kinase
Akt qui phosphoryle a son tour TSC1 sur les résidus sérines 939/981 et thréonine 1462, inhibant ainsi 'activité du complexe
suppresseur de tumeur TSC1/TSC2. La protéine Rheb dépendante de I'activité de TSC2 se retrouve alors activée permettant
|'activation du complexe mTOR (Mammalian Target of Rapamycin). Une fois mTOR activée, son complexe mTORC1
phosphoryle 4E-BP1 et ensuite S6K1 et initie finalement la traduction protéique en phosphorylant la protéine ribosomale S6
(Lang et al., 2007). Figure adaptée de Fang et al. (2013).
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D'un autre c6té, la protéolyse musculaire est un mécanisme essentiel puisqu'il permet
entre autre de dégrader les protéines en mauvais état pour les transformer en acides aminés
qui seront réutilisés par I'organisme. Le systéme protéolytique au niveau musculaire est régulé
par 3 grands systemes travaillant de maniere complémentaire et coordonnée : le systéme des

protéases, le systéeme ubiquitine-protéasome et I'autophagie décrits dans l'illustration n°4.

L'impact de I'hypoactivité sur les mécanismes de protéolyse est aujourd’hui bien
documenté. En condition d'hypoactivité, les 3 systémes se retrouvent suractivés et agissent
en synergie avec l'altération de la protéosynthése induisant progressivement une atrophie
musculaire (Pierre et al., 2016). Cette suractivation de la protéolyse s’opére dans les premiers
jours d'hypoactivité comme la diminution de la protéosynthése. Cependant, contrairement a
cette derniére, la protéolyse revient a un état basal avec le temps. Il a par exemple été montré
sur un modele de rongeur que les processus protéolytiques étaient suractivés dés les tous
premiers jours de dénervation mais reviennent a des niveaux d'activation normaux apres 14

jours (Nakao et al., 2015).

Sur un modele de suspension chez I'animal, I'activation du systeme ubiquitine-
protéasome est relativement rapide puisqu'on observe une augmentation de I'activité des
protéasomes 20S et 26S dés les premiers jours de suspension (Baehr et al., 2017; Berthon et
al., 2007; Derbre et al., 2012). Ce phénomeéne s’accompagne d'une augmentation de la
transcription de génes codant pour MuRF1 et MAFbx dans les muscles des animaux suspendus
(Baehr et al., 2017; Derbre et al., 2012). De méme, il a été montré chez la souris et le rat que
I’hypoactivité induite par la suspension par la queue augmente I'expression de p62 et de LC3
dans le muscle soléaire témoignant d’une activation de I'autophagie (Cannavino et al., 2014;
Dupré-Aucouturier et al., 2015). Aussi, la suspension chez le rongeur augmente |'activité des
caspases aprés 5 et 10 jours de protocole (Berthon et al., 2007). Enfin, une étude montre que
I'inhibition de I'activité des calpaines limite la perte de force et de masse du soléaire durant

les 9 premiers jours de suspensions mais pas au-dela (Salazar et al., 2010)
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lllustration n°4 : Principaux processus de protéolyse
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A) Le systeme des protéases : Parmi les protéases ayant un grand réle dans la dégradation des protéines musculaires, les plus
connues sont les calpaines et la caspase 3. Ces dernieres ciblent dans un premier temps et dégradent certaines protéines du
sarcomere et des costaméres entrainant une rupture du cytosquelette d’actine et la désorganisation des adhérences des
différents myofilaments entre eux (Powers et al., 2015) B) le systéme ubiquitine-protéasome : il dégrade les fragments restants
des myofilaments issus de la dégradation des sarcomeres. Ce systeme fonctionne en deux grandes étapes. La protéine
myofibrillaire a dégrader est d'abord "marquée" par conjugaison covalente de chaines d'ubiquitine (Ub) grace a une cascade
d'enzymes spécialisées, et notamment les ubiquitine ligases MuRF1 et MAFbx (de Palma et al., 2008). Ces chaines permettent
ensuite la reconnaissance et la dégradation des molécules polyubiquitinylées par un complexe protéolytique de 2000 kDa, le
protéasome 26S (Hershko et al., 1998). C) L'autophagie: Le systéme autophagique complémente le systéeme
ubiquitine/protéasome. Ce systeme implique plus d’une trentaine de protéines appelées atrogénes, et débute par la
génération d'une vésicule a double membrane, appelée autophagosome qui englobe une partie du cytoplasme, des organites,
du glycogéne et des débris de protéines. Ensuite, cet autophagosome fusionne avec un lysosome afin de dégrader son contenu
(Sandri, 2010). Tout comme le systéme protéasome 26S, I'autophagosome cible les protéines myofibrillaires marquées par
I"'ubiquitine. Brievement, la protéine ou I'agrégat de protéines marquées par I"'ubiquitine ciblé est dirigé vers I'autophagosome
grace au pontage de la protéine p62 qui possede un domaine de liaison également avec la protéine autophagique LC3. Ce
mécanisme permet ainsi a I'autophagosome d’absorber les protéines myofibrillaires.
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Les différents mécanismes impliqués dans |'atrophie musculaire sont régulés par une
multitude de facteurs intracellulaires et/ou systémiques (Jackman and Kandarian, 2004). La
myostatine, est par exemple une protéine régulant négativement la croissance musculaire
(Ploquin et al., 2012; Rodriguez et al., 2014) dont I'expression augmente dans le muscle chez
le rat en situation de micro-gravité (Lalani et al., 2000). Par ailleurs, les glucocorticoides tels
qgue la cortisone et le cortisol, connus également pour activer les processus atrophiques,
présentent des concentrations sanguines augmentés en impesanteur (Yang et al., 2017). En
revanche, la testostérone, hormone stéroidienne anabolisante n'est pas modulée en
impesanteur chez I'humain, mais est réduite chez le rongeur sur le modéle de suspension par
la queue (Kamiya et al.,, 2003; Smith et al., 2012). Les statuts pro-inflammatoire et pro-
oxydant, considérés également comme des acteurs clés dans I'atrophie musculaire, sont tous
deux augmentés par I'hypoactivité au niveau musculaire et systémique (Capri et al., 2019;
Lawler et al., 2003; Pierre et al., 2016; Smith, 2018). Enfin, la résistance a l'insuline et a
I’'anabolisme du muscle squelettique que nous développerons ultérieurement constituent des
altérations métaboliques qui favorisent également |'atrophie musculaire en situation
d’hypoactivité (Rudrappa et al., 2016; Shimkus et al., 2018).

L’atrophie musculaire joue évidemment un réle central dans la perte fonctionnelle de
force (Adams et al., 2003). Cependant, la corrélation entre atrophie et perte de force n’est pas
toujours évidente (Fitts et al., 2000a). Une altération de la commande nerveuse est envisagée
(Clark et al., 2006), sans avoir été clairement démontrée. Pour répondre a la controverse,
certaines équipes aujourd'hui proposent un indice de qualité musculaire en normalisant la
force maximale par I'aire de section transverse (CSA) du muscle impliqué (Lee et al., 2015;
McGregor et al., 2014; Metter et al., 1999). Cet indice a méme été transposé a la fibre
musculaire isolée. Ainsi, apres 90 jours de Bedrest, Trappe et al. (2004) notent une diminution
de la force des fibres isolées du vaste latéral indépendamment de leur surface de section,
confirmant que l'atrophie n'est pas la seule responsable de la perte de force musculaire en
hypoactivité. Certains auteurs expliguent ce phénomeéne par une diminution de la
concentration de myofilaments par unité de muscle limitant ainsi les qualités contractiles de
la cellule musculaire sans que son volume ne soit réduit (D’Antona et al., 2003; Miljkovic et
al., 2015). La perte de force peut aussi étre associée a une diminution de l'activation nerveuse
du muscle squelettique (Fitts et al., 2000a). Certaines études ont en effet observé chez le singe
que le vol spatial réduit I'activité électromyographique des muscles de leur membres
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inférieurs (Fitts et al., 2000b). Ceci pourrait s'expliquer par la sensibilité réduite des
myofibrilles aux ions Ca?* aprés une période d'hypoactivité, mais aussi a une accélération du
recaptage de ces ions par le réticulum sarcoplasmique lors de la contraction (Caiozzo et al.,
1996; Holy and Mounier, 1991). Enfin, outre I'atrophie, la perte fonctionnelle musculaire est

aussi due a une modification du phénotype contractile (Clark et al., 2006).

b) Modifications du phénotype contractile

Le muscle squelettique humain est composé d’'un ensemble hétérogéne de différents
types de fibres musculaires avec des propriétés intrinséques particulieres qui définissent son
phénotype musculaire (Staron, 1997). Ce phénotype peut étre appréhendé de deux manieres
distinctes, avec tout d’abord un aspect quantitatif faisant référence a la masse du muscle,
dépendant lui-méme de la taille et du nombre de fibres qui le composent (cf. paragraphe
précédent). Mais le muscle squelettique doit étre appréhendé également de maniére
qualitative, c’est-a-dire en fonction des protéines spécifiques et des organites qui composent
les fibres musculaires et qui déterminent son phénotype contractile et métabolique.

Il existe trois grandes composantes qui permettent de caractériser les propriétés
contractiles du muscle : sa vitesse de contraction et de reldchement, sa force développée et
sa résistance a la fatigue. Certains muscles ont de grandes qualités de force et de vitesse mais
sont tres fatigables, on parle de muscle rapide, comme le muscle long extenseur des orteils
(EDL). A l'inverse, les muscles définis comme lents sont plus endurants mais ont des pics de
vitesse et de force nettement inférieurs a leurs homologues rapides, c'est par exemple le cas
du soléaire. Ce qui va définir la propriété rapide ou lente d'une fibre musculaire va avant tout
étre sa structure biochimique. En outre, les propriétés contractiles de la fibre musculaire
dépendent de sa composition en isoformes de protéines contractiles comme les chaines
lourdes de myosine (MHC). Par exemple, les muscles posturaux comme le soléaire sont
souvent définis comme lents puisqu'ils sont principalement constitués de fibres contenant
I'isoforme MHC lent (MHC I) alors que d'autres muscles moins impliqués dans la posture tels
gue les muscles des mains sont composés majoritairement des différents isoformes rapides
(MHC-lla et MHC-lIx). Dans le cadre de la recherche sur le muscle squelettique qui implique
souvent des modeéles animaux, il est important de noter que, chez le rongeur par exemple, il
existe un isoforme rapide n'existant pas chez I'humain : la MHC llb (Schiaffino et al., 2007). La

fibre lente et la fibre rapide se différencient également par leur mode d’utilisation des
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substrats énergétiques préférentiels. La fibre lente se fournit en énergie principalement grace
au métabolisme oxydatif. Ce dernier consiste en |'utilisation la plus écologique possible des
substrats énergétiques glucidiques et lipidiques grace a de nombreuses réactions
enzymatiques alliées a I'utilisation de I'oxygene au niveau mitochondrial. Pour assurer la
fourniture et I'utilisation de I'oxygéne, la fibre lente dispose d’une capillarisation supérieure
et d’un contenu en myoglobine et mitochondrial augmenté par rapport a la fibre rapide. Cette
derniere, quant a elle, se repose sur le métabolisme glycolytique qui n'utilise que Ia
phosphocréatine et les glucides en tant que substrats énergétiques permettant une fourniture
d’énergie rapide et conséquente, mais extrémement peu durable. Ces différentes
caractéristiques typologiques de fibres illustrent la plasticité du muscle squelettique, capable
d'adapter de maniere optimale son phénotype aux différentes contraintes qui lui sont
imposées.

Ainsi, en condition d'hypoactivité, lorsque les contraintes s'appliquant sur le muscle
diminuent drastiguement, on observe un changement typologique musculaire vers un
phénotype contractile rapide (Edgerton and Roy, 1994). Chez le rat tout d'abord, les données
indiguent que dans les premiéres semaines de vol spatial, la proportion de fibres de type 1
diminue au sein des muscles posturaux, tandis que celle des fibres exprimant des isoformes
rapides de chaines lourdes de myosine (i.e. lla et llb) augmente. Aprés 7 jours de vol, Martin
et al. (1988) montrent des augmentations de 40 a 50% de fibres de type Il dans le soléaire de
rats. En revanche, ils n'observent aucune modification du phénotype contractile dans les
muscles non-posturaux. Ces données ont d’ailleurs été confirmées lors des vols d’'une durée
supérieure (Jiang et al., 1992; Miu et al., 1990; Ohira et al., 1992). Les données de Caiozzo et
al. (1996) confirment 'laugmentation de fibres hybrides exprimant des MHC de type lla et llb/x
apres 6 jours de vol spatial, tandis que l'isoforme lla était significativement diminué dans le
soléaire et le vaste intermédiaire de rats. Chez 'hnomme, les résultats correspondent a ceux
trouvés chez le rongeur avec une proportion réduite de fibres lentes aprées 11 jours de vol
spatial (-48% a -40%), tandis que la proportion de fibres rapides de type lla passe de 32% a
41% dans le vaste latéral. Cependant, aucune variation de la proportion de fibre rapides de
type llb ne fut constatée (Edgerton et al., 1995). Aprés 17 jours de vol, Widrick et al. (1999)
reportent une diminution significative dans le soléaire des chaines lourdes de myosine de type
I, celle-ci étant associée a une augmentation concomitante du nombre de fibres hybrides
exprimant des MHC de type |, lla et lIb. Ces modifications phénotypiques sont aussi effectives
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sur des modeles d'hypoactivité sur Terre. En effet, chez 'Homme, I'alitement prolongé est
associé a une diminution de la proportion des fibres de type | et Ila et une augmentation de la
proportion de fibres lIx dans le vaste latéral. Chez le rongeur, dans le soléaire de rat qui ne
présente quasiment que des fibres de type |, 14 jours de suspension réduisent la proportion
de fibre de type | de 92% a 80%, augmentent la proportion de fibre de type lla de 5% a 12% et
permettent 'apparition de fibre de type Ilb et lIx (Dupont et al., 2011).

Cette transformation phénotypique peut expliquer en grande partie les altérations
fonctionnelles observées au niveau de la force et de I’'endurance musculaire. De plus, les fibres
de type | sont plus impactées par I'hypoactivité (Yamashita-Goto et al., 2001). Une étude a
montré en ce sens que ces dernieres perdaient de maniére plus importantes leur qualité de
force et de vitesse lors d'un protocole d'alitement (Trappe et al., 2004). Ceci pourrait expliquer
pourquoi le soléaire, muscle riche en fibres lentes, est plus sensible a I’hypoactivité qu’un
muscle rapide comme I'EDL (Yu et al., 2007). En raison de leurs propriétés oxydatives, les fibres
musculaires de type | sont plus capillarisées, cependant dans le soléaire, |'altération de force
en réponse a I'hypoactivité ne semble pas liée a une altération du flux sanguin (McDonald et
al., 1992). Le phénotype lent étant associé a la qualité d'endurance, de telles données sur les
changements typologiques apportent ainsi des éléments pour expliquer I'altération de VOamax

et de la capacité a maintenir une certaine intensité d'effort apres une période d'hypoactivité.

¢) Modifications du phénotype métabolique

En parallele du changement phénotypique contractile, I'hypoactivité induit des
changements métaboliques au niveau musculaire ayant pour conséquence d’affecter
notamment la flexibilité métabolique de I'individu; autrement dit, la capacité du corps a
changer de source d'énergie entre lipides et glucides. Cette flexibilité contréle la
consommation des différents substrats en fonction des besoins énergétiques en régulant
notamment I'équilibre glycémie-insulinémie. Lorsque l'organisme est incapable d'adapter
correctement l'utilisation des substrats en fonction de leur disponibilité, I'individu se retrouve
en situation d'inflexibilité métabolique. Ce trouble énergétique est bien identifié en condition
d'hypoactivité musculaire (Bergouignan et al., 2011). Il apparait d'ailleurs de maniére précoce
puisqu'apres seulement 21 jours d'alitement, des hommes sains présentent déja des

symptomes d'inflexibilité métabolique (Rudwill et al., 2018).
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L'une des principales caractéristiques de ce phénomene est une altération de la
sensibilité a l'insuline et de la tolérance au glucose (Bergouignan et al., 2011), conduisant a
une insulinorésistance. Cette dernieére se caractérise par |'association anormale d'une
hyperinsulinémie et d'une glycémie normale ou augmentée. L'insulinorésistance est due a la
fois a une diminution de I'action de l'insuline au niveau des tissus périphériques et a une
augmentation de la production hépatique de glucose. En situation d’hypoactivité, I'individu
présente trés rapidement des concentrations a jeun en insuline anormalement élevées
(Alibegovic et al., 2009; Stuart et al., 1988). De plus, lors de vols spatiaux autour de I'orbite
terrestre, les astronautes présentent un taux élevé de peptide-C dans les urines (Stein and
Blanc, 2011). Cette augmentation d’excrétion du peptide-C confirme une hyperinsulinémie
induite par une résistance a l'insuline musculaire dite périphérique. De maniére intéressante,
I'impact de I'hypoactivité sur le captage du glucose a été démontré chez I'homme sur des
expérimentations d’alitement prolongé. Des études montrent une augmentation de I'insulino-
résistance périphérique et une réduction de la tolérance au glucose avec un état de pré-
diabete sur des sujets alités aprés plusieurs jours ou semaines (Lipman et al., 1970, 1972;
Lovejoy et al., 1999; Mikines et al., 1991). Comme évoqué précédemment, ces mécanismes se
mettent en place trés rapidement puisque certaines équipes constatent une baisse de
tolérance au glucose dées 3 a 7 jours d'alitement (Biensg et al., 2012; Smorawinski et al., 2000;
Stuart et al., 1988). Ces résultats ont été confirmés chez le rongeur en suspension (Mondon
et al., 1992). Cette diminution du captage du glucose en condition d'hypoactivité au niveau
des muscles squelettiques est a mettre en lien avec la diminution du nombre des
transporteurs de glucose au sein de ces cellules (i.e. GLUT4), et avec un défaut de la
translocation de ces transporteurs a la membrane de ces cellules en réponse a l'insuline
(Biensg et al., 2012).

De maniere intéressante, une diminution de la capacité d'oxydation des acides gras
libres est observée au sein du muscle squelettique suite a un vol spatial (Baldwin et al., 1993).
Apres 9 jours de vol spatial, les chercheurs montrent une diminution de 37% de la capacité du
vaste latéral a oxyder des acides gras a chaine longue. Ces résultats ont depuis été retrouvés
dans un grand nombre d'études utilisant différents modeles d'hypoactivité conduisant a un
stockage accru d'acides gras dans le muscle favorisant notamment la synthése de céramides,
des lipides ectopiques impliqués dans I'insulino-résistance (Bergouignan et al., 2011; Bryndina
et al., 2014; Kwon et al., 2016; Salaun et al., 2016). Ce stockage accru s’observe a la fois sous
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forme de gouttelettes lipidiques au sein des fibres musculaires, mais également sous forme
d’adipocytes intramusculaires (i.e. IMAT) comme récemment mis en évidence chez 'homme
en réponse a I'hypoactivité, et ce indépendamment de toute modification de la masse grasse
de I'organisme-(Dirks et al., 2016; Pagano et al., 2018; Rudwill et al., 2018). Ces phénomenes
sont probablement des conséquences directes de la réduction concomitante de I'oxydation
des lipides au sein du muscle (Bergouignan et al., 2009). De maniere cohérente avec la baisse
de l'utilisation des lipides, deux semaines de suspension par la queue chez le rat augmentent
['utilisation du glycogene et la production de lactate durant I'électrostimulation du muscle
soléaire suggérant une utilisation préférentielle du glucose par le tissu musculaire (Grichko et
al.,, 2000). Ces résultats peuvent étre mis en relation avec les changements typologiques
induits par les conditions d'impesanteur décrits précédemment : réduction de la proportion
de fibres oxydatives de type | et augmentation de celle de type Il présentant un métabolisme
davantage glycolytique (Borina et al., 2010; Dupont et al., 2011). Cependant, cette utilisation
préférentielle des hydrates de carbone au détriment des acides gras en condition
d'hypoactivité est aussi observée sur les fibres de type | (Grichko et al., 2000).

Enfin, dans ce contexte énergétique, il parait important de se pencher sur I'impact de
I’"hypoactivité sur I'organite principal en charge de I'oxydation des substrats dans le tissu
musculaire : la mitochondrie. Cette derniére est connue pour étre déterminante dans les
efforts d'endurance (Freyssenet et al., 1996). En condition d'hypoactivité, Oishi et al. (2008),
montrent que I'expression de COX IV et PGC-1a, deux protéines témoignant du métabolisme
mitochondrial, sont réduites dans le muscle de souris suspendues depuis 14 jours. Ce résultat
peut étre expliqué par la diminution de la proportion de fibres de type | riches en
mitochondries (Abadi et al., 2009; Powers et al., 2012). Existe-t-il alors un effet sur la fonction
mitochondriale per se ? Bladwin et al. (1993) ne montrent aucune variation des marqueurs
enzymatiques de la B-oxydation et du cycle de Krebs en condition de d'hypoactivité chez
I'animal. Enfin, Bigard et al. (1998) notent que la suspension par la queue induit bien une
transition phénotypique du lent vers le rapide mais n'altére pas les propriétés mitochondriales
du soléaire suggérant que phénotype contractile et métabolique peuvent étre dans certains
cas régulés indépendamment dans des conditions d'hypoactivité.

Dans tous les cas, cette modification d'oxydation des substrats énergétiques est tres

certainement responsable en partie, de la fatigabilité musculaire observée en impesanteur et
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sur des modeles de suspension murins, notamment dans le muscle soléaire (Feng et al., 2016;

McDonald et al., 1992).

2) Conséquences spécifiques de I'hypoactivité sur le transport de I'oxygéne

Les altérations des capacités fonctionnelles en condition d'hypoactivité, notamment
I'endurance et les déterminants de VOamax, peuvent étre dues a une altération du transport
d'oxygene au niveau sanguin. Il a en effet été montré que le vol spatial et I'hypoactivité plus
généralement sont associés a la mise en place d'une anémie caractérisée par une diminution
de la qualité et/ou de la quantité des globules rouges qui transportent I'oxygene (De Santo et
al., 2005; Wang et al., 2019).

Ce phénomene peut avoir de multiples causes comme des carences en fer, une
diminution du volume plasmatique ou la dégradation des globules rouges aussi appelée
hémolyse (Broadway-Duren and Klaassen, 2013; Daughety and Deloughery, 2017). Ces
processus sont observés dans des conditions d'hypoactivité réelle ou simulée (De Santo et al.,
2005; Fischer et al., 1967). La diminution de la masse des globules rouges est associée a une
altération du renouvellement de ces derniers : I'érythropoiése. L'hormone régulant ce
mécanisme est I'érythropoiétine (EPO) (Jelkmann, 2016). Lors de vol spatiaux et de bedrest
sur plusieurs jours, les concentrations d'EPO circulantes sont diminuées (Gunga et al., 1996;
Leach et al., 1988). Cependant, une autre étude portant sur 24h d'immersion séche a obtenu
des résultats contradictoires avec les sujets présentant des concentrations en EPO
augmentées (Gunga et al., 1996). La procédure de cette expérience nécessitait toutefois un
bon nombre de prélévements sanguins sur une courte période pouvant entrainer une
augmentation de I'EPO en condition d'hypo-pression veineuse (Miller et al., 1982). De maniere
générale, I'impesanteur module I'hématocrite, soit le volume occupé par les hématies dans le
sang. En effet, en absence de gravité, le volume plasmatique diminue de maniere plus
importante et rapide que la masse de globules rouges, faisant augmenter I’hématocrite. De
plus, le volume sanguin est redistribué vers les parties hautes du corps. Ces deux phénomeénes
ont pour conséquence de mimer une trop bonne oxygénation sanguine entrainant
probablement un rétrocontréle négatif pour limiter la production d'EPO et réduire la synthese
de nouveaux hématies (De Santo et al., 2005). D’ailleurs, une étude récente a souligné que
qguel que soit le type de cellules sanguines, ’hématopoiése était réduite au sein de la moelle
osseuse rouge en réponse a I'hypoactivité (Wang et al., 2019). La réduction de I'EPO en
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impesanteur est par ailleurs souvent associée a la dégradation spécifique des "jeunes"
hématies (i.e. néocytes ou réticulocytes), ce phénomene étant qualifié de néocytolyse (Risso
et al.,, 2014). Tous ces phénomeénes peuvent expliquer I'anémie des vols spatiaux dans la
littérature (De Santo et al., 2005).

Face a I'ensemble de ces troubles liés au transport de I'oxygene et au regard de
I'impact spécifique de I'hypoactivité sur le globule rouge, la problématique du role du fer et
de son métabolisme dans les processus physiopathologiques induits par I’hypoactivité se
pose. En effet, les globules rouges transportent |'oxygene grace au cofacteur heme contenant
un atome de fer. Il est par ailleurs admis que le métabolisme du fer est étroitement lié au
transport d'oxygene puisque des carences en fer sont associées a des troubles anémiques
(Johnson-Wimbley and Graham, 2011). Cependant, l'impact de I'hypoactivité sur le
métabolisme du fer demeure relativement méconnu. C'est pourquoi, dans la prochaine partie,
nous décrirons le métabolisme du fer et tenterons de comprendre comment I'hypoactivité

pourrait le moduler.

En résumé. L'hypoactivité se caractérise par une absence quasi-totale d'activités
musculaires et de contraintes sur I'appareil musculo-squelettique. Certaines personnes y sont
confrontées dans des situations trés particuliéres d'immobilisation comme le platrage ou
I'alitement lors d'hospitalisations. Les astronautes y font aussi face lors de vols spatiaux. Cette
hypoactivité génére de nombreux troubles physiologiques et altére ainsi les capacités
fonctionnelles d'un individu. Les nombreux modeles expérimentaux mimant I'hypoactivité
montrent que le muscle squelettique est I'un des tissus les plus touchés, avec une perte de
masse, un changement phénotypique et une altération métabolique induisant des pertes de
force et d’endurance musculaire. L'anémie associée a I’hypoactivité joue également un role
important dans l'altération des capacités fonctionnelles de lindividu en situation
d’hypoactivité. Etudier les mécanismes sous-jacents et proposer des stratégies préventives
afin de limiter les effets de I’"hypoactivité, notamment ceux en lien avec le muscle squelettique

représente donc un enjeu scientifique majeur dans les domaines médical et aérospatial.
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Il.Le métabolisme du fer : un acteur clé dans les altérations
physiologiques associées a |I'hypoactivité ?

A. Homéostasie du fer
1) Généralités

Le fer est le 26°™¢ élément chimique du tableau périodique associé au symbole Fe. ||
est présent dans |'organisme sous deux formes ioniques : le fer ferrique (Fe3*), insoluble, et le
fer ferreux (Fe?*) qui est lui soluble. Le passage d’un état a I'autre lui permet ainsi d’accepter
ou de donner des électrons lui conférant un role clé dans de nombreuses réactions d’oxydo-
réduction (Aisen et al., 2001). Le fer est indispensable a I’homéostasie de notre organisme en
étant un cofacteur essentiel de diverses enzymes impliquées dans des réactions métaboliques
essentielles a la production d’énergie par la chaine respiratoire mitochondriale ou a Ila
synthése de I'ADN. Le fer est également un élément central de I’hémoglobine et de la
myoglobine, permettant respectivement d’approvisionner les différents organes en oxygéne
et de le stocker au niveau musculaire. Pour ces raisons, une carence en fer est responsable
d’un grand nombre de dysfonctionnements métaboliques. Toutefois, le fer sous forme ferreux
(Fe?*) est trés instable et réactif. Il est a 'origine de la formation de radicaux libres via la
réaction de Fenton, conduisant ainsi a générer un stress oxydant provoquant des dommages
cellulaires. Pour faire face a cette toxicité, I'organisme développe des mécanismes de
transport et de stockage afin de limiter le plus possible la présence de Fe?* au sein des
différents compartiments cellulaires (Viatte, 2006). Malgré ces systémes de défense, un statut
ferrigue anormal peut apparaitre de maniere chronique et entrainer de séveres
complications. L'hémochromatose génétique (i.e. absorption et stockage excessifs de fer dans
I'organisme) ou une carence en fer (i.e. absorption et stockage insuffisants de fer) augmentent
en effet le risque de maladies cardiovasculaires et de diabéte (Liu et al., 2009). De plus, des
troubles de I'absorption, de I'excrétion et du stockage du fer contribuent au développement
de certains cancers comme le cancer du sein (Marques et al., 2014).

La quantité totale normale de fer dans I'organisme se situe aux alentours de 3,5 g pour
un homme et 2,5 g pour une femme. Il est principalement présent dans I’"hémoglobine des
globules rouges représentant environ 70% du fer total de I'organisme. Le reste est
essentiellement présent dans la myoglobine musculaire (i.e. 20% du fer total) et dans

différents types d'organites cellulaires (Brissot and Loréal, 2016). Le fer a la particularité d'étre
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recyclé en permanence par notre corps. Les pertes quotidiennes en fer sont extrémement
faibles en raison de I'absence de systéme actif d’excrétion (2 mg/jour). Cette derniére est
essentiellement passive via la desquamation des cellules cutanées et digestives, de la chute
des cheveux, de la transpiration ou des pertes menstruelles chez la femme. Toutes ces
excrétions sont compensées par le fer présent dans notre bol alimentaire dont I'absorption
est finement contrélée au niveau du tube digestif (Loréal et al., 2014). Ainsi, pour 10 mg de
fer apportés quotidiennement par un régime alimentaire équilibré, seulement 1 a 2 mg sont

absorbés au niveau intestinal (cf. illustration n°5).

2) Absorption intestinale du fer

Le fer provient de I'alimentation sous deux formes distinctes: le fer héminique
d’origine animale (i.e. viande et poisson) et le fer non héminique d’origine végétale (i.e.
légumineuses, fruits secs). Ce fer est absorbé au niveau de l'intestin gréle et plus
particulierement du duodénum grace aux cellules des villosités de ce dernier : les entérocytes.
Dans la lumiére intestinale, le fer non héminique sous forme ferrique (Fe3*) est réduit en fer
ferreux par l'intermédiaire de la ferriréductase DCTB (duodenal cytochrome b). Les ions
ferreux entrent alors dans les entérocytes grace a un transporteur situé sur leur pole apical et
appelé DMT1 (divalent metal-ion transporter 1). Le fer héminique est quant a lui directement
absorbé et réduit par I'heme oxygénase (HMOX) pour le libérer au sein du cytoplasme de
I’entérocyte. Une fois dans I'entérocyte, le fer ferreux peut étre alors stocké dans la ferritine
ou transporté au niveau de la membrane basolatérale vers le sang grace a la ferroportine (FPN)

(cf. lustration n°6).

3) Transport plasmatique du fer
Une fois exporté dans le sang, le fer ferreux (Fe?*) est oxydé par une ferroxydase
appelée hépheastine pour redevenir du fer ferrique (Fe3*). Il est alors pris en charge par la
transferrine (Tf) circulante, une B-globine d'origine hépatique qui pourra véhiculer le fer dans
tout I'organisme (Andrews and Schmidt, 2007). Chez I'homme, environ 90% des 0,6 a 1,8 mg/L
de fersont liés a la transferrine qui elle, est saturée entre 25 et 45% en condition physiologique

(Munoz et al., 2009) (cf. illustration n°6).
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lllustration n°5 : Le fonctionnement général du métabolisme du fer

Environnement Compartiment Transport et utilisation Stockage du
externe 1 Sanguin du fer fer
|
Fe ©
© o
o =% | | Duodénum

-

Moelle osseuse

Autres
tissus
consommateurs

@) @Intestins
[

Absorption du fer :
Le fer est absorbé au niveau de l'intestin gréle et plus particulierement du duodénum grace aux cellules
des villosités de ce dernier, les entérocytes.

Utilisation du fer :

Les cellules se servent du fer absorbé pour synthétiser de nombreuses protéines et organites utilisés
dans diverses réactions cellulaires. Le fer est toutefois principalement utilisé lors de |'érythropoiése
dans la moelle osseuse rouge pour se lier au cofacteur héme dans les globules rouges. Le fer présent
dans I’"hémoglobine des globules rouges représente environ 70% du fer total de I'organisme.

Stockage du fer :
Lorsque le fer n'est pas utilisé pour les besoins cellulaires, il est stocké sous forme de ferritine dans les
organes.

Recyclage du fer

Pour assurer les besoins en fer de l'organisme, les vieux globules rouges (plus de 120 jours de vie),
appelés érythrocytes sénescents, sont dégradés par les macrophages tissulaires principalement au
niveau de la rate. Ce processus est appelé érythrophagocytose.

Pertes du fer :
Elles sont passives via la desquamation des cellules cutanées et digestives, de la chute des cheveux,
de la transpiration ou des pertes menstruelles chez la femme.
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4) Captage du fer par les cellules de |'organisme

Le fer lié a la transferrine est capté par les cellules cibles via le récepteur de la
transferrine 1 (TfR1) situé sur leur membrane. Le complexe Tf/TfR1 rentre dans la cellule par
endocytose dans une vésicule. Dans cet endosome, a la faveur d'un PH acide, les ions ferriques
se dissocient de la transferrine, puis sont réduits en ions ferreux par une ferriréductase
appelée STEAP (six-transmembrane epithelial antigen of prostate) et enfin transportés dans
le cytoplasme via DMT1 pour étre utilisés par la cellule (Ohgami et al., 2006). Cette forme
d'acquisition du fer par les cellules est définie comme étant la principale. Cependant, d'autres
voies de captage du fer ont été mises en évidence, notamment pour le fer libre circulant non
lié a la transferrine (FNLT ou NTBI pour non-transferrin bound iron) (Baker et al., 1998). Ainsi,
Zip 14 fait partie d'une famille de protéines (ZnT) impliquées dans le transport de zinc de
I’espace extracellulaire vers I'espace intracellulaire. Cette derniére est néanmoins en mesure
de transporter également le fer au sein de la cellule (Coffey and Knutson, 2017). Elle est
activée lors d’une réponse inflammatoire face a un pathogéne pour limiter la biodisponibilité
en zinc pour les micro-organismes (Lichten and Cousins, 2009). Il a été montré que des
cytokines pro-inflammatoires comme l'interleukine-6 (IL-6) induisent une augmentation des
contenus en Zip 14 dans la cellule hépatique (Liuzzi et al., 2005). Les cellules se servent du fer
absorbé pour synthétiser de nombreuses protéines utilisées ensuite dans divers mécanismes
cellulaires. Lorsque les ions ferreux (Fe?*) ne sont pas utilisés pour les besoins cellulaires, ils
sont stockés sous forme de ferritine puis libérés dans la circulation sous forme ferrique en cas
d’exces. Ainsi, les concentrations sanguines en ferritine constituent un indicateur utile aux

hépatocytes pour moduler le stockage et I'absorption intestinale du fer.

5) Recyclage du fer

Les besoins quotidiens en fer de I'organisme se situent autour de 8 a 10 mg/jour et
sont donc bien plus importants que la quantité de fer absorbée quotidiennement (1 a 2
mg/jour). Ces besoins sont assurés grace a la mobilisation du fer contenu principalement dans
les érythrocytes sénescents (apres 120 jours de vie en moyenne) et dégradés
guotidiennement par les macrophages tissulaires (Korolnek and Hamza, 2015; Soares and
Hamza, 2016). L’'héme est ainsi catabolisé par I’heme oxygénase et le fer ensuite libéré par la
ferroportine, la protéine d’export cellulaire du fer que I'on retrouve également a la surface
des macrophages. Une fois dans le plasma, le fer sous forme ferreux (Fe?*) est oxydé par une
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ferroxydase cuivre-dépendante appelée céruloplasmine localisée a la surface du macrophage.
Le fer ferrique (Fe3*) est alors pris en charge par la transferrine et transporté vers les organes
et cellules cibles. Ce processus appelé érythrophagocytose est essentiel pour satisfaire les
besoins quotidiens en fer, et souligne I'importance clé des macrophages dans le stockage et

la distribution du fer dans I'organisme (cf. illustration n°6).

6) Role clé du foie dans la régulation du statut martial

Le foie a un rble essentiel dans la régulation du métabolisme du fer en synthétisant
des protéines clés comme la transferrine indispensable a son transport, la céruloplasmine
essentielle a son oxydation et I’hepcidine, I’'hormone clé dans la régulation du métabolisme
du fer (Brissot and Loréal, 2016). Le foie est également un site de stockage majeur avec une
capacité d'environ 1 g, ce dernier pouvant accumuler le fer soit directement au sein des
hépatocytes, ou bien au sein des macrophages hépatocytaires appelés également cellules de
Kupffer. Dans ce cas, le complexe Fe3*/transferrine se lie sur son récepteur TfR2 au niveau du
foie et va étre transporté dans I’"hépatocyte via DMT1. Une fois a I'intérieur, ce fer sera stocké
en s'associant a la ferritine. En cas de carence en fer, le foie est au contraire capable de
mobiliser ses réserves en fer afin de compenser ce déficit. La ferroportine semble étre, |a aussi,
une protéine clé d’export pour I'hépatocyte. En effet, il a été mis en évidence chez des souris
KO FPN1, que l'absence de ce transporteur impliquait une accumulation de fer dans les

hépatocytes (Donovan et al., 2005) (cf. illustration n°6).

B. L'hepcidine : le chef d'orchestre du métabolisme du fer

1) Présentation de I'hepcidine
L'homéostasie du fer peut étre dérégulée dans différentes situations physiologiques
ou pathologiques incluant notamment les carences en fer, un état pro-inflammatoire aigu ou
chronique ou encore des mutations génétiques conduisant a une surcharge en fer systémique
(i.e. hémochromatose génétique, thalassémie) (Loréal et al., 2014). Ces différentes situations
sont intimement liées a la modulation de la synthése d’une protéine spécifique produite par

les hépatocytes et relarguée dans le sang appelée hepcidine.

L'hepcidine, est un peptide de 25 acides aminés mis en évidence en 2001 et présenté

a l'origine comme un agent anti-microbien (Krause et al., 2000). Peu aprés 2001, un
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laboratoire démontre le role de ce peptide dans le métabolisme du fer en s’appuyant sur un
modele de souris KO pour I'hepcidine (Nicolas et al., 2001). Ainsi, I'hepcidine agit en
empéchant a la fois I'export du fer au sein des entérocytes (site de I'absorption), du foie (site
de stockage) et des macrophages (sites de recyclage) (cf. illustration n°6). Pour cela,
I'hepcidine se lie sur la ferroportine, la protéine d’export du fer présente a la membrane des
cellules ce qui déclenche son internalisation et sa dégradation (Ganz, 2005). Cette hormone
induit ainsi une réduction des concentrations circulantes en fer et de la saturation en
transferrine. Ainsi, lors d'une surcharge en fer plasmatique, la quantité d'ARNm codant pour
I'hepcidine dans le foie augmente (Pigeon et al., 2001). A l'inverse, lors d'une anémie
provoquée par un régime pauvre en fer, on observe une diminution de ces mémes niveaux
d'ARNm afin de favoriser I’entrée et la mobilisation du fer vers le compartiment sanguin
(Frazer et al., 2002). De plus, les mutations du géne HFE impliqué dans la synthése d’hepcidine
sont en général associées a une hepcido-déficience a I'origine d'un absorption excessive de
fer menant a une surcharge systémique appelée hémochromatose génétique (Loréal et al.,
2008). De nombreux travaux menés au cours des 10 derniéres années ont permis de mieux
identifier et comprendre les voies de signalisation cellulaires impliquées dans la régulation de

I'expression de cette hormone.
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lllustration n°6 : L'hepcidine : chef d'orchestre du métabolisme du fer
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Le fer ferrique libre présent dans les intestins (Fe3*) est réduit en Fe?* par DCTB en entrant dans la
cellule de I'entérocyte via le transporteur DMT1. L'héme alimentaire est directement absorbé et le fer
est relargué grace a I'héme oxygénase (HCP1). Le fer quitte I'entérocyte via la ferroportine (FPN) pour
se retrouver dans la circulation aprés avoir subi une oxydation par I'hépheastine pour se lier a la
transferrine (Tf). Ce complexe Tf-Fe3* se lie a ses récepteurs TfR1 et TfR2 sur les cellules cibles (Andrews
et al., 2007). Aprés I'endocytose de TfR1 et |'acidification de I'endosome, Fe3* est réduit par STEAP et
transporté par DMT1 dans le cytosol afin d'étre utilisé ou séquestré sous forme de ferritine. La
concentration sanguine en ferritine est ainsi un marqueur de stockage du fer par les organes. Le
complexe Tf-Fe peut aussi se fixer sur TfR2 du foie ou il sera stocké et activera des voies de
signalisations nécessaires a la sécrétion d'hepcidine (H) qui inhibera a son tour I'expression des FPN,
ce qui limitera I'absorption du fer par rétrocontréle négatif (Ohgami et al., 2006).
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2) Meécanismes stimulant la transcription d'hepcidine
Le statut martial est un facteur central dans la synthese de I’hepcidine via deux

mécanismes essentiels :

Le stock de fer dans I’organisme — Voie BMP/SMAD. Comme précédemment évoqué,

le foie est I'organe central dans la régulation du métabolisme du fer. Lorsque les
concentrations hépatiques en fer sont trop importantes, la protéine BMP6 (Bone
Morphogenetic protein 6) est transcrite par les hépatocytes et relarguée dans le sang. Elle se
lie ensuite au complexe formé par son récepteur spécifique de la cellule hépatique appelé
BMPr (BMP receptor) et a son co-récepteur I’hémojuvéline (HJV), ce qui permet la
phosphorylation de facteurs de croissance de la famille des TGFB, les Smad1/5/8. Ces
protéines forment ensuite un hétérodimeére avec Smad4 permettant sa translocation dans le
noyau. Ce complexe transcriptionnel se lie alors sur le promoteur de transcription de
I'hepcidine appelé BMP Response element (BMP-RE) (Core et al., 2014). Cette voie est donc
finement régulée par le contenu hépatique en fer (cf. illustration n°7).

La biodisponibilité en fer — Voie MAPK/ERK. Lorsque la saturation en transferrine est

élevée, la voie de signalisation mettant en jeu les protéines kinases activées par le mitogéne
(MAPK), ERK1 et ERK2, est activée (Hentze et al., 2010). Ce mécanisme, encore objet de débat,
mettrait en jeu la protéine HFE et les récepteurs 1 (TFR1) et 2 de la transferrine (TFR2). Ces
récepteurs sont capables de détecter les concentrations plasmatiques en fer par I'affinité
gu’ils ont avec la transferrine transportant le fer dans I'organisme. Toutefois, TFR2 a une
affinité bien plus faible que TFR1 et a un réle négligeable dans le captage de fer hépatique. En
condition normale, la protéine HFE entre en compétition avec la transferrine pour se fixer a
TFR1 en raison d’un site de fixation qui chevaucherait celui de la transferrine. A l'inverse, TFR2
est capable de se lier en méme temps a HFE et a la transferrine. Ainsi, en cas de surcharge en
fer systémique caractérisée par des concentrations élevées en complexe fer-transferrine, HFE
aurait tendance a se lier davantage a TFR2 ce qui aurait pour conséquence d’activer la voie
ERK1/2 (Goswami and Andrews, 2006). Cette activation permettrait alors de stimuler un
promoteur de transcription de I'hepcidine appelée HAMP (Lawen and Lane, 2013). De plus,
ERK1 et ERK2 moduleraient positivement la phosphorylation de SMAD participant ainsi a
I'activation de la voie BMP/SMAD (Bayele and Srai, 2009) (cf. illustration n°7).
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lllustration n°7 : Mécanismes stimulant la transcription d'hepcidine

La synthése d'hepcidine (H) est dépendante de 3 mécanismes :
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Le stock de fer dans I'organisme — Voie BMP/SMAD : Lorsque les concentrations hépatiques en fer sont trop
importantes, la protéine BMP6 (Bone Morphogenetic protein 6) est transcrite par les hépatocytes et relarguée dans le
sang. Elle se lie alors au complexe formé par son récepteur spécifique de la cellule hépatique appelé BMPr (BMP
receptor) et a son co-récepteur I'hémojuvéline (HJV), ce qui permet la phosphorylation de facteurs de croissance de la
famille des TGFB, les Smad1/5/8. Ces protéines forment ensuite un hétérodimere avec Smad4 permettant sa
translocation dans le noyau. Ce complexe transcriptionnel se lie alors sur le promoteur de transcription de I'hepcidine

appelé BMP Response element (BMP-RE) (Core, Canali and Babitt, 2014)

2. La biodisponibilité en fer — Voie MAPK/ERK : Ce mécanisme, encore objet de débat, mettrait en jeu la protéine HFE et
les récepteurs 1 (TFR1) et 2 de la transferrine (TFR2). En condition normale, la protéine HFE entre en compétition avec
la transferrine pour se fixer a TFR1 en raison d’un site de fixation qui chevaucherait celui de la transferrine. A l'inverse,
TFR2 est capable de se lier en méme temps a HFE et la transferrine. Ainsi, en cas de surcharge en fer systémique
caractérisée par des concentrations élevées en complexe fer-transferrine, HFE aurait tendance a se lier davantage a TFR2
ce qui aurait pour conséquence d’activer la voie ERK1/2 (Goswami and Andrews, 2006). Cette activation permet alors
de stimuler un promoteur de transcription de I'hepcidine appelée HAMP (Lawen and Lane, 2013). De plus, ERK1 et ERK2
moduleraient positivement la phosphorylation de SMAD participant ainsi a l'activation de la voie BMP/SMAD (Bayele
and Srai, 2009).

3. Inflammation - Voie JAK/STAT3 : Cette voie est déclenchée par la sécrétion d’IL-6 au niveau circulant qui vient se fixer

a son récepteur spécifique sur la membrane des hépatocytes (IL-6R). Cette interaction ligand-récepteur cause la

phosphorylation de Janus kinase (JAK) dans le cytosol conduisant a son tour a une phosphorylation du facteur de

transcription STAT3. Une fois phosphorylées, deux protéines STAT3 forment un homodimére qui se transloque dans le
noyau et se lie au promoteur de transcription de I'hepcidine appelé GAS (I'interféron y-activation sequence)(Wrighting

and Andrews, 2006).
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Inflammation - Voie JAK/STAT3. L'inflammation est également un mécanisme régulant

positivement I'expression hépatique de I'hepcidine via la voie de signalisation JAK/STAT3. Cette
voie est déclenchée par la sécrétion d’IL-6 au niveau circulant qui vient se fixer a son récepteur
spécifique sur la membrane des hépatocytes (IL-6R). Cette interaction ligand-récepteur cause
ensuite la phosphorylation de Janus kinase (JAK) dans le cytosol conduisant a son tour a une
phosphorylation du facteur de transcription STAT3. Une fois phosphorylées, deux protéines
STAT3 forment un homodimeére qui se transloque dans le noyau et se lie au promoteur de
transcription de I'hepcidine appelé GAS (l'interféron y-activation sequence)(Wrighting and
Andrews, 2006). Cette voie de signalisation JAK/STAT3 peut étre inhibée dans le cadre d’un
rétrocontréle négatif via SOCS (suppressors of cytokine signaling) et SHPS (phosphotyrosine
phosphatases), deux protéines régulées également positivement par IL-6. PIAS (Protein
Inhibitor of Activated STAT) inhibe quant a elle directement l'activité des promoteur GAS
(Bayele and Srai, 2009). De maniére intéressante, de récentes études in-vitro montrent
I'activation de la voie de signalisation JAK/STAT3 par l'insuline indépendamment de

I'inflammation (Wang et al., 2014) (cf. illustration n°7).

3) Meécanismes inhibant la transcription I'hepcidine

Il est intéressant de souligner que la synthése d’hepcidine peut étre au contraire
inhibée lorsque les besoins en fer sont augmentés, notamment en cas d’augmentation du
processus d’érythropoiése. Plus précisément, des études récentes démontrent que des
protéines dérivées des progéniteurs érythroides sont impliqués dans l'inhibition de la
synthése d’hepcidine, comme notamment le facteur de différenciation de croissance 15 (GDF-
15), le modulateur de signalisation des BMP a gastrulation torsadée (TWSG1) et
I’érythroferrone (ERFE) (cette derniére étant produites par les érythroblastes) (Kim and
Nemeth, 2015). Plus précisément, lors de I'érythropoiese, le cortex rénal synthétise de
I’érythropoiétine (EPO) conduisant a la synthése hépatique de GDF-15 qui limite |'activation
des SMAD par les BMPs. Cependant, les mécanismes précis pour établir un lien définitif entre
GDF-15 et l'inhibition de la synthese d’hepcidine demeurent encore hypothétiques. D’un
autre coté, TWSG1 est une protéine de liaison a la moelle osseuse, sécrétée par les
érythroblastes précoces. Certaines études révelent que la réduction du promoteur de
transcription de I'hepcidine induite par TWSG1 passerait par la voie signalisation BMP/SMAD
(Tanno et al., 2009). ERFE appartient a la famille des facteurs de nécrose et contribuerait a
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réduire la transcription d'hepcidine via la voie des BMP/SMAD et/ou d'autres facteurs encore
méconnus (Shenoy et al., 2014). De maniere intéressante, cette protéine est aussi connue
sous le nom de FAM132b ou de myonectine et serait aussi produite par le muscle squelettique
(Lawen, 2015). Enfin, en cas de stress hypoxique, certains facteurs comme la furine ou la
transmembrane serine protease 6 (TMPRSS6) sont synthétisés et empéchent les
hémojuvélines (HJVs) de s'exprimer sous leurs formes matures au sein des hépatocytes. Ce
mécanisme semble également limiter 'activation de voie des SMAD (Kong et al., 2014). De
plus, il fut montré récemment que la testostérone était aussi un répresseur de la transcription

d'hepcidine en inhibant la voie des SMAD (Guo et al., 2013).

C. Hypoactivité et métabolisme du fer

1) Etablir le bilan martial d'un individu

Afin de mieux comprendre dans quelles mesures le statut martial peut étre modifié en
situation d’hypoactivité, il convient préalablement de rappeler les valeurs saines et
pathologiques obtenues dans le cadre d’un bilan sanguin et comment interpréter les
variations des différents parameétres collectés (cf. tableau n°4). Ainsi, la biodisponibilité en fer
permettant d’attester d’une carence, ou au contraire d’une surcharge en fer, est évaluée via
la mesure de la saturation en transferrine et des concentrations circulantes en fer. Les valeurs
de référence en fer sérique chez un individu masculin en bonne santé sont comprises entre
12,5 et 35 umol/L de sang. La quantité de fer pouvant étre fixée a la transferrine, ajoutée au
fer déja lié, représente la capacité totale de fixation du fer (TIBC). Le rapport des
concentrations de fer sérique sur le TIBC représente le coefficient de saturation de la
transferrine. Ce dernier doit quant a lui étre normalement compris entre 23 et 43% (Taylor et
al. 2014). Toutefois, les concentrations en fer sérique combinées a la saturation en
transferrine ne sont pas suffisantes pour s’assurer des causes de la carence en fer chez un
individu. En effet, une baisse du fer biodisponible peut aussi étre due a une augmentation du
stockage tissulaire, et pas nécessairement a un apport insuffisant par I'alimentation. Il est
donc pertinent d’analyser le coefficient de saturation en transferrine en lien avec les
concentrations sanguines en ferritine normalement comprises entre 30 et 300 ng/ml pour
établir un diagnostic pertinent (Dine et al.,, 2010). En effet, on considére qu’un individu
présente une carence en fer due a des pertes excessives et/ou a un apport alimentaire

insuffisant si la saturation en transferrine et les concentrations sanguines en fer et en ferritine
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sont en deca des normes de référence. A I'inverse, si la biodisponibilité en fer est réduite mais
que la ferritine est supérieure aux normes de référence, on considére que cette réduction est
due a un stockage tissulaire excessif en réponse a une situation inflammatoire. La mauvaise
interprétation de ces analyses conduit parfois a des supplémentations inappropriées en fer
chez des individus présentant un état inflammatoire aigu ou de bas grade, notamment les
sportifs de haut niveau (Maughan et al.,, 2018). Enfin, un individu est considéré comme
présentant une surcharge en fer systémique si la saturation en transferrine, le fer et la ferritine
au niveau circulant présentent conjointement des valeurs anormalement élevées.

La méthode IRM est utilisée en clinique suite a un bilan martial anormal afin de
localiser plus précisément la localisation du stockage en fer tissulaire (Deugnier and Turlin,
2007). Cette méthode a été validée par I'équipe du Pr Yves Gandon (CHU de Rennes) sur 113
patients soumis a une biopsie hépatique percutanée afin d’évaluer la concentration en fer
(Gandon et al., 2004). Pour cela, une IRM a 1.5 Tesla avait été également réalisée sur ces
mémes individus pour établir des corrélations entre les dosages biologiques et I'intensité du
signal obtenue par IRM. Un algorithme a ensuite été développé pour quantifier de maniere
non invasive la concentration en fer dans le foie chez 'homme permettant notamment de
diagnostiquer une surcharge en fer hépatique pour des concentrations estimées supérieures
a 35 umol/g. A noter toutefois que la quantification en valeur absolue en fer n’a été validée
dans la rate que chez le rongeur en raison notamment des difficultés a obtenir des biopsies

spléniques chez des cohortes humaines (Hitti et al., 2010).

Tableau n° 4 : Principaux indicateurs du bilan martial

Méthode de Valeurs physiologiques normales
Parameétres
mesure chez I'humain
Concentration sanguine en fer Dosage sanguin Entre 12,5 umol/L et 35 umol/L
Capacité totale de fixation de la
Dosage sanguin Entre 45 umol/L et 72 umol/L
transferrine (TIBC)
Saturation en transferrine Dosage sanguin Entre 23% et 43%

Ferritinémie Dosage sanguin Entre 30 et 300 ng/L

Concentration hépatique en fer IRM ou biopsie Inférieur a 35pumol/g

Tableau n°4 : Principaux indicateurs du bilan martial
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2) Effet de I'hypoactivité sur le statut martial

Un certain nombre d’études ont été conduites sur des sujets alités pour explorer les
effets de I’hypoactivité sur le statut martial, mais reportent des résultats contradictoires sur
certains parameétres. Les études s’accordent pour indiquer que la transferrine circulante
diminue aprés de courtes et longues expositions a une période d’alitement (Morgan et al.,
2012; Zwart et al., 2009). Au sujet des concentrations sériques en ferritine, les études sont
plus contradictoires : certaines études reportent une élévation apres quelques jours
d’alitement (Ryan et al., 2016), alors que d’autres études ne reportent aucune variation aussi
bien a court et long terme (Morgan et al., 2012; Trudel et al., 2017; Zwart et al., 2009). Il est a
souligner qu’aucune étude n’a été réalisée a I'heure actuelle pour explorer les effets de
I'immersion séche sur le statut martial (cf. tableau n°5).

Les données obtenues sur les astronautes lors des 20 dernieres années semblent
fournir des résultats plus équivoques permettant de mettre en évidence un stockage tissulaire
en fer augmenté au détriment d’une éventuelle réduction de sa biodisponibilité. Plus
précisément, Zwart et collaborateurs ont observé une diminution des niveaux circulants de
transferrine aprés seulement 15 jours passés dans I'espace, cette diminution perdure jusqu’a
6 mois de vol et ne revient a la normale qu’apres 30 jours de retour sur Terre (Zwart et al.,
2013). Il est toutefois important de souligner que la concentration en transferrine en tant que
telle n'est pas un témoin de la biodisponibilité en fer. Comme évoqué précédemment, la
saturation en transferrine est beaucoup plus appropriée pour témoigner du fer biodisponible
dans l'organisme. A notre connaissance, aucune étude n’a mesuré ce parametre chez des
astronautes durant un vol spatial. Cependant, une augmentation des concentration sanguines
en ferritine est également observée suggérant une modification de la distribution du fer au
profit d’'un stockage tissulaire (Smith et al., 2005; Zwart et al., 2013). Plus spécifiquement, ce
parameétre est augmenté par 2 voire 3 selon les études, et ce, aprés seulement quelques jours
d’exposition a I'impesanteur, ces augmentations perdurant jusqu’a plusieurs mois de vol
spatial (Leach, 1992; Smith, 2002; Smith et al., 2005; Zwart et al.,, 2013). Cependant, les
concentrations sanguines en ferritine ne constituent qu'un marqueur indirect du stockage
tissulaire, et les organes touchés par ce stockage (e.g. foie, rate, muscle squelettique, coeur,
os) demeurent a I’heure actuelle non identifiés. L’'ensemble de ces travaux suggérent donc
gue, durant le vol spatial, le fer quitterait le compartiment sanguin pour étre séquestré dans
certains organes. Pourtant, les concentrations en fer circulantes ne semblent pas diminuer
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dans I'espace chez les astronautes que ce soit a court et long terme (Zwart et al., 2013). Ce
n’est finalement qu’aprés quelques heures et jours aprées le retour sur Terre que ce parametre
se retrouve diminué d’environ 25% (Smith et al., 2005; Zwart et al., 2013). Comme évoqué
précédemment, il est possible que la diminution de volume plasmatique puisse finalement
étre a l'origine de I'absence de modifications des concentrations sanguines en fer durant le
vol spatial, alors qu’au contraire I’"hémodilution induite par I'augmentation du volume
plasmatique au retour sur Terre puisse expliquer la diminution de ces concentrations (cf.
tableau n°5).

De maniére surprenante, aucune étude n’a a I’heure actuelle exploré précisément les
mécanismes sous-jacents a la régulation du stockage en fer s’opérant en réponse au vol spatial
et I'hypoactivité. A notre connaissance, une seule étude s’est penchée sur les effets du vol
spatial sur les concentrations plasmatiques en hepcidine humaine reportant une absence de
modifications (Zwart et al., 2013). Les résultats de cette étude demandent clairement a étre
confirmées par d’autres études cliniques menées chez des astronautes ou des volontaires
sains exposés a I’hypoactivité sur Terre. De maniére intéressante, il a été observé sur plusieurs
études que des volontaires sains exposés a quelques jours ou plusieurs semaines d’alitement
présentaient un état inflammatoire de bas grade caractérisé notamment par une
augmentation des concentrations plasmatiques en IL-6 (Bosutti et al., 2008; Caron et al., 2009;
Jurdana et al.,, 2015; Kwon et al.,, 2015a; Mutin-Carnino et al.,, 2014). Comme décrit
précédemment, IL-6 joue un role clé pour stimuler la transcription hépatique d’hepcidine via
la voie de signalisation JAK/STAT3 (Wrighting and Andrews, 2006) suggérant que I’hypoactivité
pourrait favoriser le stockage tissulaire de fer dans des organes présentant une forte quantité
de macrophages comme le foie ou la rate. Comme nous I'avons aussi évoqué auparavant,
I'hypoactivité induit également une hyperinsulinémie qui pourrait jouer un réle dans la
synthése d’hepcidine, cette derniére étant positivement régulée par l'insuline via la voie
impliquant STAT3 (Wang et al., 2014). Enfin, la testostérone est reconnue comme pouvant
réprimer la synthése d’hepcidine (Guo et al., 2013). Méme si les données sur les effets de
I’hypoactivité sur les concentrations sanguines en testostérone demeurent contradictoires
entre les données obtenues chez I’homme et I'animal (Kamiya et al., 2003; McCall et al., 1997),
il nest pas aberrant de supposer que cette hormone puisse jouer un role dans les

modifications du statut martial observées en situation d’hypoactivité.
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Quel que soit les mécanismes expliquant les modifications du métabolisme du fer en
réponse a I’hypoactivité, un certain nombre de travaux laissent supposer que le muscle
squelettique joue un role clé dans ce processus. En effet, il a été mis en évidence que I'état
catabolique des muscles atrophiés en réponse a I’hypoactivité était associé a une
augmentation de la production d’IL-6 musculaire aussi bien chez I’homme que I'animal (Caron
et al., 2009; Kwon et al., 2015b). Au regard de I'importance de la perte de masse musculaire
observée en situation d’hypoactivité, nous pouvons émettre I'hypothése que le relargage d’IL-
6 par les muscles atrophiés puisse affecter la synthése hépatique d’hepcidine. Ce phénomeéne
a d’ailleurs été mis en évidence par Banzet et collaborateurs chez I'animal en réponse a
I’exercice aigu (Banzet et al., 2012). Dans cette étude, les auteurs démontrent que |'exercice
aigu induit une augmentation a la fois de la synthese d’hepcidine hépatique et d’IL-6
musculaire, mais que l'inhibition de la synthése d’IL-6 par la cyclosporine bloque la synthese
d’hepcidine en réponse a I'exercice. Ces données suggerent donc qu’un dialogue entre le
muscle squelettique et le foie pourrait exister dans la régulation de la synthése d’hepcidine. A
I'inverse, le muscle squelettique qui s’atrophie en réponse a I’hypoactivité pourrait tout aussi
bien étre un pourvoyeur important de fer vers la circulation sanguine, ce dernier contenant

20% du fer de I'organisme sous forme de myoglobine.
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Tableau n°5 : Hypoactivité, métabolisme du fer et transport de I’oxygéne chez 'homme
Références | Modele | Sujets | Durée | Parameétres mesurés Résultats
3 . +11% (vs pré-BR) et
Heémoglobine (g/dL) -4% apres 5 jours post-BR (vs pré-BR)
Ryan et al., Bedrest 7 . Hématocrite (%) ‘+11.% (vs pré-BR) et )
2016 (BR) hommes 4 jours -4% apres 5 jours post-BR (vs pré-BR)
Ferritine sérique (ng/mL) +21% (vs pré-BR)
Volume plasmatique -14% (vs pré-BR)
, . +8% apres 15 jours de BR et
Hémoglobine (g/dL) -7% apres 8 jours post BR (vs pré-BR)
Hématocrite (%) -7% apres 8 jours post BR (vs pré-BR)
Zwartetal., | Bedrest 7 21 Fer sérique (umol/L) Non significatif
2009 (BR) hommes | jours Transferrine sérique -8% apres 15 jours de BR;
(mg/dL) -10% aprés 8 jours post-BR (vs pré-BR)
Ferritine sérique (ng/mL) -10% apreés 8 jours post-BR (vs pré-BR)
. . +0,6% (vs pré-BR) et
Hémoglobine (g/dL) +0,3% aprées 7 jours post-BR (vs pré-BR)
Trudel et al., | Bedrest 10 21 , . +2% (vs pré-BR) et
H 9 R . .
2017 (BR) hommes | jours ématocrite (%) -4% apres 7 jours post-BR (vs pré-BR)
. - NS (vs pré-BR) et
Ferritine sérique (ng/mL) -25% aprées 7 jours post-BR (vs pré-BR)
8 Hémoglobine (g/dL) Non significatif
Morgan et Bedrest | hommes 30 Hématc‘>crite, (%) -5% apres 7 jours post BR (vs pré-BR)
al., 2012 (BR) et4 jours Transferrine sérique -8% apres 30 jours de BR (vs pré-BR)
femmes (mg/dL)
Ferritine sérique (ng/mL) +31% aprés 30 jours de BR (vs pré-BR)
Vol de2et
spatial ? 11 Ferritine sérique (ng/mL) Non significatif (vs pré-décollage)
Smith et al, P jours
2002 Vol de28a
. ? 84 Ferritine sérique (ng/mL) =~ +30% (vs pré-décollage)
spatial .
jours
Fer sérique (umol/L) NS (vs pré-décollage)
15 Transferrine sérique -10% (vs pré-décollage)
jours (me/dL)
Ferritine sérique (ng/mL) +68% (vs pré-décollage)
Fer stocké mg/kg +6% (vs pré-décollage)
Fer sérique (umol/L) NS (vs pré-décollage)
16 Transferrine sérique . gs
-149 - I
Zwart et al. Vol hommes 'oeuors (mg/dL) s s etaellgga)
2013 spatial et?7 ) Ferritine sérique (ng/mL) Non significatif (vs pré-décollage)
femmes Fer stocké mg/kg Non significatif (vs pré-décollage)
- Non significatif (vs pré-décollage) mais -42%
FersatGe mell au retour sur terre (vs pré-décollage)
180 Transferrine sérique . gs
-109 - I
jours (ma/dL) 0% (vs pré-décollage)
Ferritine sérique (ng/mL) Non significatif (vs pré-décollage)
Fer stocké mg/kg Non significatif (vs pré-décollage)
. Hémoglobine (g/dL) -4% (vs pré-décollage)
. de 128 Hématocrite (%) -5% (vs pré-décollage)
Smith et al., Vol hommes | -~ P
2005 spatial 5% a 195 Fer sérique (umol/L) -34% (vs pré-décollage)
P fernmes jours | Transferrine sérique (g/L) -11% (vs pré-décollage)
Ferritine sérique (ng/mL) +46% (vs pré-décollage)

Tableau n°5 : Impact de I'hypoactivité sur le métabolisme du fer et le transport de I'oxygéne
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3) Lefer :un role clé dans les altérations fonctionnelles et métaboliques observées

en hypoactivité ?

a) Insulino-sensibilité.

De maniére intéressante, un lien entre le métabolisme du fer et les altérations de
I'insulino-sensibilité a été mis en évidence. En effet, il existe une corrélation positive entre les
concentrations sanguines en ferritine et la sensibilité a I'insuline, et ce indépendamment de
I'indice de masse corporelle, de I'dge, du sexe et du statut inflammatoire (Wlazlo et al., 2015).
Ce résultat conforte de précédents travaux montrant des concentrations sériques élevées en
ferritine chez des individus présentant un risque plus important de développer un diabéte de
type 2. Un exces de fer dans le muscle, le foie et le pancréas pourrait étre a I'origine d'un stress
oxydant en raison de la surproduction d'espéces réactives dérivées de I'oxygéne (ERDO) par
la réaction de Fenton (Arruda et al., 2013; Reardon and Allen, 2009). Or, ces espéces réactives
sont des acteurs clés dans le développement de l'insulino-résistance des organes insulino-
sensibles et sécréteurs (Keane et al., 2015; Pierre et al., 2016). L'ensemble de ces données
suggere donc que l'insulino-résistance se développant en réponse a I’hypoactivité pourrait
potentiellement étre aggravée sur le long terme en cas de surcharge en fer au niveau des

principaux organes insulino-sensibles que sont le foie ou le muscle squelettique.

b) Atrophie musculaire.

Le fer pourrait également jouer un role dans l'atrophie musculaire induite par
I'hypoactivité puisqu'il a été montré que I'exces de fer dans les tissus altere le turnover
protéique en favorisant notamment |'activation du facteur de transcription FOXO3 qui régule
I'expression des ubiquitines ligases MuRF1 et MAFbox (lkeda et al., 2016). Il a d'ailleurs été
démontré qu'un exces de fer peut étre a I'origine d'une altération de la force musculaire du
soléaire ex-vivo (Liang et al., 2017, 2019). Le stress oxydant induit par une surcharge en fer
pourrait étre un des facteurs aggravant de ces phénomenes observés en hypoactivité (Pierre
et al., 2016; Powers et al., 2005). Des chercheurs ont en effet noté une forte corrélation entre
le degré d’atrophie musculaire, les concentrations en ARN oxydés et la concentration en fer
non-héminique dans le muscle de rongeurs suspendus par la queue (Hofer et al., 2008). Or,
nous avons montré dans cette revue de littérature que I'hypoactivité conduit a augmenter le

stockage tissulaire en fer, et potentiellement au niveau musculaire.
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Le stress oxydant est aujourd'hui bien connu pour jouer un réle dans |'atrophie
musculaire in-vitro (McClung et al., 2009; Siu et al., 2009; Zhang et al., 2011). Certaines études
supportent d'ailleurs le fait que le systéme ubiquitine-protéasome et I'autophagie sont
stimulés par le stress oxydant en condition d'hypoactivité (Pierre et al., 2016). A titre
d’exemple, la surexpression musculaire de la catalase, une enzyme anti-oxydante, prévient
I'atrophie musculaire observée chez des rongeurs suspendus par la queue (Dodd et al., 2010).
Ces résultats sont confirmés par un certain nombre d'autres études utilisant des agents anti-
oxydants sur différents modeles d'hypoactivité chez I'animal (Derbre et al., 2012; Lawler et al.,
2014; Talbert et al., 2013). L’ensemble de ces travaux suggére donc que le fer en s’accumulant
au niveau du muscle squelettique pourrait contribuer a I'atrophie musculaire associée a

I’"hypoactivité via des mécanismes redox-dépendants.

c) L'ostéoporose

Il est a noter que le stress oxydant induit par une surcharge en fer dans I'os joue un
réle clé dans I'ostéoporose, phénomene bien identifié en hypoactivité (Xu et al., 2017; Yang
et al.,, 2017). Des données issues d'études in-vitro, in-vivo chez I'animal, et cliniques chez
I’'homme démontrent que I'exces de fer a un effet délétere direct sur le métabolisme osseux
(Jeney, 2017). De maniere intéressante, différentes études utilisant des modeéles de
microgravité simulée associent I'augmentation du stockage de fer et du stress oxydant au
niveau osseux avec le développement d’une ostéoporose (Morikawa et al., 2013; Yang et al.,
2018a; Zwart et al.,, 2013). D'ailleurs, des stratégies antioxydantes dans des modeéles
d'hypoactivité chez I'animal préviennent en partie la réduction de la densité minérale osseuse
(Sunetal., 2013; Xin et al., 2015). Ainsi, les propriétés pro-oxydantes du fer en font un élément
important dans I'étude des altérations structurelles et métaboliques de I'hypoactivité tant sur
le muscle squelettique que I'os. Cet élément pourrait aussi jouer un role dans I'anémie, une

autre altération physiologique observée en hypoactivité.

d) Transport de I'oxygene.

L'anémie a aussi été décrite précédemment comme une altération physiologique se
mettant rapidement en place en réponse a I’hypoactivité, se caractérisant principalement par
une réduction de la masse de globules rouges dans I'organisme. Nous avons précédemment
montré que I'hypoactivité réduit vraisemblablement la biodisponibilité sanguine et augmente

le stockage intracellulaire de fer. Or, il se trouve qu'un stockage trop important de fer dans les
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tissus, notamment lors des processus inflammatoires, diminue la biodisponibilité en fer pour
les cellules souches hématopoiétiques et limite ainsi la biosynthese des globules rouges
(Weiss, 2009). Par conséquent, le fer pourrait avoir un role clé dans les altérations de transport

de I'oxygene observées en condition d'hypoactivité.

Enrésumé. Le fer est un élément chimique indispensable a notre homéostasie. Présent
en grande quantité dans les hématies, ses propriétés d'oxydo-réduction lui permettent
notamment de faire circuler I'oxygéne a travers l'organisme. Le fer est transporté de l'intestin
ou des organes vers le compartiment sanguin via une protéine d’export cellulaire appelée
ferroportine. L'activité de cette derniere est régulée par I'hepcidine qui induit sa dégradation
membranaire, principalement au niveau des entérocytes et des macrophages. L'hepcidine est
un peptide d'origine hépatique sécrété lorsque les concentrations sanguines et/ou hépatiques
en fer sont trop importantes ou lors d'un état pro-inflammatoire. L'hepcidine peut étre
régulée positivement par trois voies distinctes : BMP/SMAD ; JAK/STAT et la voie des senseurs
MAPK/ERK mais n'est visiblement régulée négativement que par l'inhibition d'une seule de
ces voies seulement, la voie BMP/SMAD. De maniére intéressante, il semblerait que I'activité
physique et musculaire joue un réle dans les régulations du métabolisme du fer. En condition
d'hypoactivité et notamment lors de voyages spatiaux, I'homme présente une diminution des
concentrations sanguines en fer ainsi qu'une augmentation du stockage de ce métal. Ce
dernier, en favorisant le stress oxydant via la réaction de Fenton, pourrait impacter le muscle
squelettique, alors que la réduction de sa biodisponibilité dans I'organisme pourrait
contribuer a I'anémie associée a I’hypoactivité. Les mécanismes expliquant la modulation du
métabolisme du fer en situation d’hypoactivité, et notamment la régulation de I'hepcidine,

demeurent cependant encore inconnus.
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lll. Le microbiote intestinal : un acteur clé dans les altérations
physiologiques associées a |I'hypoactivité ?

L’hypoactivité est un processus global touchant comme nous I'avons vu, différents
tissus et organes. Aujourd’hui, les études physiologiques les plus récentes montrent que les
organes « dialoguent » ou qu’il existe des voies de communications entre eux, et que I'un peut
influencer I'autre. C'est dans ce contexte de cross-talk inter-organe que I'étude de I'influence
du microbiote intestinal sur le tissu musculaire squelettique a permis I'émergence d’une

problématique originale autour de I’hypoactivité.

A. Le microbiote intestinal : une population invisible, anaérobie et hautement

diversifiée

1) Généralités sur le microbiote intestinal

Depuis Pasteur au XIXe siécle, I'évolution de la médecine a permis de percevoir
I'infiniment petit, invisible, hostile et dangereux, avec ses acariens disgracieux, infames virus,
champignons dégoutants et viles bactéries. Cela eut pour effet de nous plonger dans un
monde sale ou chaque individu se doit de se défendre a grand renfort de pasteurisation, de
d'antiseptiques et d'antibiotiques. Pourtant I'évolution du genre Homo sapiens s'est déroulée
en étroite collaboration avec un trés grand nombre de ces micro-organismes (Backhed et al.,
2012). Les bactéries ou microbiote sont absolument partout, sur et dans notre corps, au
niveau de la peau, de la plaque dentaire, des oreilles, du vagin et du nez (Belizario and
Napolitano, 2015). Mais c'est au niveau de l'intestin que nous hébergeons la plus importante
concentration de bactéries, avec une estimation de plus de mille espéces différentes, pesant
au total 1 a 3 kg de notre poids de corps. Environ 90% des especes bactériennes de ce
microbiote intestinal appartiennent aux phyla (pluriel de phylum) des firmicutes, des
bacteroidetes et des actinobacteries (cf. Illustration n°8). Il existe d'autres phyla minoritaires
répertoriés comme les protéobactéries et les verrucomicrobia (Arumugam et al., 2011; Qin et

al., 2010).

Ces bactéries issues de différents phyla se répartissent de fagcon non homogéne le long
du tube digestif, et la majorité des bactéries composant notre microbiote intestinal sont
anaérobies, elles n'ont donc pas besoin d'oxygéne pour vivre et se développer (cf. lllustration

n°8). Les techniques de séquencage a haut-débit utilisées aujourd’hui permettent de
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discriminer, sur la base des tableaux d’abondance, toute la richesse du microbiote intestinal,
dévoilant notre carte d’identité microbienne, propre a chacun qui va se constituer tout au long
de notre vie. La diversité des espéeces bactériennes intestinales est trés importante et en
constitue méme |'une de ses caractéristiques. Il existe deux grandes analyses de ce parameétre
: 'alpha-diversité (a-diversité) et la Béta-diversité (B-diversité). L'a-diversité est une mesure
indiquant la diversité et I'abondance de différentes espéces au sein d'un méme échantillon
unique. Différents indices existent dans la littérature pour mesurer ce parameétre comme
I'indice de Shannon, le Simpson ou encore le Chaol. La B-diversité quant a elle, consiste a
mesurer la diversité des especes entre les échantillons. En raison du trés grand nombre de
bactéries pouvant étre mesuré dans un échantillon, des analyses bio-informatiques utilisant
des méthodes dérivées des analyses en composantes principales (PcoA) sont nécessaires

(Schutz, 2016).
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A

Metabolites

Vitamin A and
AHR ligands

SCFAs

lllustration n°8 : Anatomie de l'intestin et grandes familles bactériennes du microbiote intestinal

Stomach

Lactobacilli L

* Lactobacilli
* Streptococci

* Verrucomicrobia

¢ Clostridia

* Enterobacteria
* Enterococcus
* E. faecalis

* Bacteroides

* Bifidobacteria
» Fusobacteria

e Lactobacilli

* Peptococci

* Peptostreptococci
* Prevotellaceae
* Roseburia

* Ruminococci

Duodenum

Jejunum

Colon with
caecum and
appendix

Microbial
load per ml

10%to 10°

<10%

103 to 107

10° to 102

A) Anatomie de l'intestin et répartition bactérienne le long du tube digestif. (Figure
issue de Mowat et al. (2014)).

Firmicutes (60-80%)

» Clostridium cluster XIV
* Ruminococcus
» Clostridium cluster 1V

+ Faecalibacterium prausnitzii

Bacteroidetes (15-30%)
» Bacteroides
* Prevotella

Proteobacteria (1-2 %)

nterobactenaceas

Fukarya
CumpxénM
Fusobacteria

Archaea
» methar

\

Spirochaetes

Verrucomicrobia (1-2 %) Aumobdutu ia (2-25%)
C + Akkermanciamuciniphila Bifidobacterium
* Atopobium

REPERE
Domaine Phylum Ordre Famille Genre Espéce
Ex. : Bacterla Ex Flrmicutes Ex. Btdlll Ex. : Lactobaclllales Ex Lactobac/lleaceae EX. : Lactob acillus | x'(‘,é‘,%%?,?,‘}ﬂ’ms

B) Représentation schématique de I'arbre phylogénétique des bactéries intestinales montrant
I'abondance relative des phyla majoritaires du microbiote intestinal humain.

C) Rang taxonomique des bactéries du microbiote intestinal (Adapté de Cheng et al. (2013))
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2) Le microbiote intestinal, une carte d’identité propre a chacun pouvant évoluer
L'installation du microbiote intestinal débute a la naissance suivant un principe,
premieres bactéries installées, bactéries dominantes (Penders et al., 2007). Ainsi, selon le
mode de naissance (par voie basse ou par césarienne) (Dunn et al., 2017), ou selon le mode
d’allaitement (Ho et al., 2018), le microbiote sera différent du fait d’une exposition
bactérienne différente (Huurre et al., 2008). Mais lorsque nous regardons la composition du
microbiote a I'age adulte, celui-ci est tres diversifié et possede sa propre signature car de
nombreux autres facteurs environnementaux, comme [|'alimentation, la prise de
médicaments, et aujourd’hui nous le savons depuis peu I'activité physique, vont jouer sur sa

composition et sa richesse.

a) Microbiote et alimentation

L'alimentation apparait comme l'un des principaux facteurs conditionnant les
caractéristiques du microbiote intestinal tout au long de la vie de I'hGte. Les bactéries se
nourrissent de leur environnement, du mucus des cellules intestinales, de bactéries mortes
ou de résidus alimentaires. Cependant, leur principale source d'énergie demeure les fibres
issues de notre alimentation. Il n'est donc pas surprenant que le microbiote intestinal soit
conditionné par le régime alimentaire. En effet, dés les premiers jours de vie, le lait maternel
riche en oligosaccharides (fibres solubles) permet le développement et la croissance de genre
bactériens Bifidobacterium et Lactobacillus au niveau du colon (Jost et al., 2015). Une étude
ayant mis en jeu 59 espéces différentes de mammiféres révele par exemple un microbiote
moins diversifié chez les carnivores par rapport a celui des herbivores, lui-méme moins
diversifié que celui des omnivores (Ley et al., 2008). Chacun de ces microbiotes serait adapté
au régime alimentaire de son hote avec des communautés microbiennes spécialisées dans la
synthése et/ou la dégradation de protéines et d'acides aminés. Chez I'Humain, c'est avant tout
les quantités de fibres et de sucres ingérés qui induisent les différences inter-individus
concernant le microbiote intestinal. Des régimes enrichis ou appauvris en fibres et en hydrates
de carbone impactent la répartition des populations microbiennes au sein de l'intestin chez
I'Homme comme chez le rongeur (Turnbaugh et al., 2009; Walker et al., 2011). Par ailleurs,
une étude a montré que les individus sud-américains avaient un microbiote tres différent des
nord-américains mais relativement similaire a celui d'individus africains (Yatsunenko et al.,

2012). Ceci étant probablement lié aux différences de régimes alimentaires: riches en
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hydrates de carbone issus des plantes pour les sud-américains et africains et riches en
protéines animales pour les nord-américains. En effet, les régimes riches en fibres ou riches
en protéines animales modifient de maniére reproductible les proportions relatives de
plusieurs bactéries intestinales (David et al., 2014).

Nous voyons au travers de ces quelques études que les fibres alimentaires constituent
un élément nutritionnel déterminant pour notre microbiote. Majoritairement issues des
céréales, des fruits et des légumes, ces fibres alimentaires sont composées de
monosaccharides liés entre eux par des liaisons glycosidiques. Mais notre organisme n'est pas
équipé des enzymes permettant de rompre ces liaisons. Ce sont les bactéries intestinales, via
leur glycosides hydrolases et des polysaccharides lyases qui dégradent les fibres alimentaires,
arrivant intactes dans les parties basses de l'intestin. Les substrats issus de ces dégradations
constituent la principale source d'énergie des bactéries du microbiote intestinal (Flint et al.,
2012). Ainsi, chez I'nomme, un régime riche en fibres alimentaires est associé a une plus
grande diversité microbienne au sein de l'intestin, tandis qu'un régime appauvri en fibres est
associé a une moins grande diversité (Sonnenburg and Sonnenburg, 2014).

L'impact du régime alimentaire sur la composition du microbiote a été mis en évidence
par le consortium de I'étude MetaHIT (Metagenomics of the Human Intestinal Tract) qui a
permis de définir 3 grands groupes ou entérotypes, basés par les proportions respectives de
3 genres bactériens dans leur cohorte humaine. Ainsi, les personnes appartenant a
I'entérotype 1 ont un microbiote dominé par le genre Bacteroides, |'entérotype 2 est dominé
par le genre Prevotella et I'entérotype 3 est dominé par le genre Ruminococus. Or, de maniére
intéressante, la répartition des individus dans les 3 entérotypes existants n’était pas en lien
avec leur origine géographique, leur sexe, leur age ou leur état de santé, mais dépendait
principalement de leur régime alimentaire. Ainsi, I'entérotype Prevotella serait plus le reflet
d'un régime riche en glucides et pauvre en protéines animales, alors que l'entérotype
Bacteroides serait associé a un régime riche en viande et en graisses saturées. Il ne reste que
I'entérotype Ruminococus qui n'a pu étre associé clairement a un régime alimentaire
spécifique (Wu et al., 2011) .

La nutrition étant liée au niveau d’activité physique de l'individu (i.e. sédentaire, actif,
entrainé), ce lien alimentation/microbiote interroge aussi sur les relations entre microbiote et

activité physique, thématique qui a pris de 'ampleur dans cette derniére décennie.
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b) Microbiote et Activité Physique

Aujourd’hui, les études s’intéressant a l'influence de I'activité physique sur le
microbiote intestinal sont nombreuses (cf. Tableau n°6). Des revues de synthése et méta-
analyses sont apparues dans la littérature et permettent d’en dégager certaines conclusions
(Cook et al., 2016; Monda et al., 2017). Tout d’abord, I'effet de I'activité physique et/ou de
I’entrainement sur le microbiote intestinal semble toujours controversé, en tout cas tres
différencié. Son impact sur la composition du microbiote dépend en effet du mode d’exercice
physique réalisé (volontaire ou contrélé) (Allen et al., 2015; Lamoureux et al., 2017), de I'age
de l'individu et du type d’entrainement (cf. Tableau n°6). Nous pouvons aussi souligner la
difficulté d’isoler le facteur activité physique du facteur nutrition lors d’études chez ’lhomme
comparant par exemple des athlétes a des groupes sédentaires. C'est le cas par exemple dans
I’étude princeps de Clarke et al. (2014) dans laquelle les athlétes présentaient des régimes
nutritionnels spécifiques a leur statut de sportif de haut-niveau, et ce depuis de nombreuses
années. Si plusieurs études se sont intéressées aux liens entre microbiote et activité physique,

tres peu ont étudié a I'inverse les liens entre microbiote et hypoactivité.
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Tableau n°6 : Activité physique et microbiote intestinal en conditions saines

Références Sujets Modele Durée Parameétres mesurés Résultats
Entral t . s - e s
Matsumoto 7 rats n ra.unemen . Diversité bactériennes "Modification" de la
A volontaire dans une | 5 semaines . o , .
etal., 2008 males caecale diversité avec l'exercice
roue (VWR)
Inférieur par rapport CTL
a-diversité et Entrainement forcé
Entrai sur tapis (FTR)
10 Souris ntra.unement . Bacteroidetes / Firmicutes NS
males volontaire dans une | 6 semaines Sronortion
roue (VWR) P =~ +500% vs CTL et FTR
Tenerecutes (%)
P tion Proteobacteri
Allen et al. roportion (;‘; cobacteria 1 . 1300% vs CTL et FTR
’ (]
2015 aediversité Supérieur a VWR,
Non significatif vs CTL
. . ) Bacteroidetes / Firmicutes Non significatif
10 souris | Entrainement forcé sur 6 semaines - "
males tapis (FTR) Proportion >~ —'80'A;'vs YWR,
Tenerecutes (%) Non significatif vs CTL
Proportion Proteobacteria =~ -70% vs VWR,
(%) Non significatif vs CTL
Entrainement . B-diversité Non significatif
Lamoureux, . . 55 jours
10 Souris volontaire dans une
Grandy and pour VE et
. femelles roue (VE) + . . P
Langille, R , 6 semaines Proportion des phylas Non significatif
2017 par groupe | Entrainement forcé sur our EE
tapis (FTR) P
. N 2510 taxons différaient
. 6 souris Entrainement .
Choietal., . . . . terme d'abondance
males par volontaire dans une | 5semaines Analyse taxonomique .
2013 roupe roue (VE) entre les souris entre VE
group et CTL
Queipo- 10 souris Entrainement Nombreuses différences
Ortufio et al., | males par volontaire dans une 6 jours Analyse taxonomique dans les taxons entre VE
2013 groupe roue (VE) et CTL
Nombreuses variations
Analyse taxonomique entre Entrainement et
TL
Kang et al 10 souris Entrainement 1h par 16 - 3 C —
23014 - males par | jour a 7m/min, 5 jours . Proportion Streptococcus on significati
groupe par semaine semaines PrOpOrtiOn Firmicutes =~ +17% vs CTL
Proportion Bacteroidetes ~-12% vs CTL
Proportion Tenericutes =~ -85% vs CTL
Lambert et 1(2 souris .Entr\amemeht 1h. par ' Abondance Diminution vs CTL
al.. 2015 males par | joura 5m/min, 5 jours | 6 semaines | Bacteroidetes/Prevotella
" groupes par semaine Abondance Firmicutes Augmentation vs CTL
Entrainement continu
a intensité modérée Les deux types
. 12 rats . , N ,
Maillard et R ou Entrainement 10 . - d'entrailnement n'ont
males par . . R . Composition bactérienne )
al., 2019 roune intermittent a haute semaines pas eu d'effet sur la
group intensité 5 jours par composition bactérienne
semaine
1493 sujets répartis en L'exercice augmente I'a-
McFadzean Sujets 5 groupes en fonction Non a-diversité diversité et modifie les
etal., 2014 humains de leur fréquence renseignée Analyse taxonomique proportions de certains
d'activité physique. ordres des Firmicutes
. 40 Rugb de haut- .
Clarke et al., Sujets . |8 ymen. e. .au Non . . Plus importante chez les
. niveau vs 23 individus . a-diversité . .
2014 humains R renseignée sportifs de haut niveau
contrbles
. . M de VO2 Corrélation positive
Estaki et al., Sujets 22 hommes et 19 Non esure . € . lmax . P
. L, a-diversité entre VOzmax €t a-
2016 humains femmes (18-35ans) renseignée . ) . =
B-diversité diversité

Tableau n°6 : Impact de I'activité physique sur le microbiote intestinal
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c) Microbiote et Hypoactivité

De maniére étonnante, mais expliquée par les moyens mis en ceuvre, les quelques
études qui existent sur cette problématique sont issues principalement du domaine de la
recherche spatiale. Dans ce contexte, plusieurs études ont utilisé le modeéle de suspension
pour analyser l'impact de I'hypoactivité sur le microbiote intestinal. 4 semaines de suspension
par la queue chez le rat conduisent ainsi a une augmentation de I'abondance du phylum des
Protéobactéries avec une croissance de certaines especes comme les Escheridia coli (Yang et
al., 2018b). D'autres équipes ont montré que a court et long terme, la suspension par la queue
diminue le ratio Firmicutes/Bacteroidetes et augmente la proportion de Bacteroidetes gram-
négatives responsables en partie de la production de lipopolysaccharides (LPS) et de cytokines
pro-inflammatoires comme IL-6 (Jin et al., 2018; Ritchie et al., 2015). Certains expliquent ce
phénoméne par une augmentation de la translocation de déchets bactériens dans I'iléon
(Zhou et al., 2012). Cependant, si I'augmentation de la I'endotoxémie en impesanteur serait
due a une plus grande activité des bactéries gram-négatives, des altérations de la barriére
intestinale pourraient également jouer un réle clé. En effet, 28 jours de suspension par la
queue chez la souris engendrent une dégradation des cellules épithéliales et une
augmentation de la perméabilité intestinale favorable au passage de LPS dans le
compartiment sanguin (Shi et al., 2017). Méme si I'inflammation ici est systémique, une autre
étude montre que la suspension par la queue pendant 3 a 14 jours modifie la proportion
microbienne de certaines souches de bactéries a filaments segmentés, connues pour jouer un
role dans la régulation des processus inflammatoires. Plus spécifiquement, cette modification
favorise une inflammation intestinale au niveau du colon avec une diminution de la production
colique de la cytokine anti-inflammatoire IL-10, une augmentation de la production colique de
la cytokine pro-inflammatoire IL-1B ainsi qu'une augmentation de de l'infiltration de
neutrophiles dans les colonocytes (Li et al., 2015).

Il est important de souligner que le confinement joue probablement un réle dans les
modifications du microbiote intestinal pouvant s’opérer durant un vol spatial, et ce
indépendamment de I’hypoactivité. En effet, les navettes de transport ou I'ISS sont des
modules étroits et confinés dans lesquels des individus vivent en vase clos. De telles conditions
peuvent influencer la flore microbienne des astronautes (Nefedov et al., 1971). On ne peut

donc exclure que des environnements, comme I'ISS, provoquent une normalisation
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microbienne de tous les astronautes ayant effectué des missions a son bord. Chaque passager
se retrouvant "contaminé" par le lieu et ses occupants a son arrivée et "contaminerait" a son
tour les lieux et les nouveaux arrivants avant de partir, tel un héritage bactérien que l'on se
transmettrait de génération d'astronautes en génération d'astronautes au sein de cette
station.

Le manque d'étude questionnant l'impact de I'hypoactivité et de l'impesanteur sur le
microbiote intestinal est réel puisqu'a ce jour, a notre connaissance, aucune étude n'a
clairement ciblé le séquengage bactérien intestinal lors de vols spatiaux chez I'homme et

I'animal ou lors de protocole d'hypoactivité sur Terre comme le bedrest ou I'immersion séche.

d) Microbiote et dialogue inter-organes : de I'eubiose a la dysbiose.

Nous avons vu précédemment que la composition de notre microbiote intestinal
dépend de facteurs environnementaux. |l faut souligner ici que le microbiote intestinal et donc
les bactéries vivent en symbiose avec I’h6te, chacun tirant bénéfice de la présence de I'autre.
Le microbiote intestinal joue un réle essentiel dans la santé de I’h6te, notamment via la
production des vitamines ou encore I'immunité (Clemente et al., 2012; Sekirov et al., 2010).
De plus, par son alimentation, I'h6te apporte différents substrats permettant le
développement et le maintien de sa communauté bactérienne. Cet état d’équilibre du
microbiote intestinal associé a un bon état de santé est appelé eubiose. Lorsque cet équilibre
est rompu, des dérégulations ou des appauvrissements des populations bactériennes
intestinales apparaissent, on parle alors de dysbiose. Ces phénomeénes ont des conséquences
physiopathologiques sur I'organisme car il existe de véritables dialogues entre notre
microbiote et d’autres organes ou tissus comme le cerveau, le tissu adipeux ou encore les
poumons. Ces communications inter-organes sont telles qu'aujourd'hui, I'implication du
microbiote intestinal est envisagée dans de nombreuses pathologies comme des maladies
impactant le systéme nerveux (e.g. autisme), la dépression ainsi que des maladies
inflammatoires (e.g. maladie de Crohn, stéatose hépatique) et/ou métaboliques (e.g. obésité
et/ou diabéte de type 2) (Sekirov et al., 2010).

Ces dialogues inter-organes et I'importance in-vivo du microbiote intestinal dans la
santé de I’h6te a pu étre mis en évidence par 2 approches expérimentales complémentaires.
La premiére approche est I'utilisation de souris dépourvues de microbiote depuis la naissance,

appelées axéniques (ou germ free en anglais). Ces animaux sont issus de lignées élevées dans

65

Nay, Kévin. Le Fer et le Microbiote Intestinal : Deux Nouvelles Cibles pour Améliorer les Capacités Fonctionnelles et Musculaires en Condition d'Hypoactivité-2019



Revue de littérature

des conditions parfaitement stériles sur plusieurs générations, ils sont donc completement
dépourvus de micro-organismes que ce soit sur eux ou en eux. Ceci permet d’analyser I'impact
de I'absence totale de bactéries intestinales sur I'organisme. De plus, ce modéle est également
tres utile pour étudier I'impact des colonisations bactériennes spécifiques et contrdolées sur
I'note (Hansen et al., 2012; Turnbaugh et al., 2006). Cependant, il nécessite une gestion
irréprochable de la stérilité tout au long des protocoles expérimentaux. De plus, ce modele
demeure tres drastique en raison de I'absence de bactéries intestinales depuis la naissance
sur plusieurs générations. En parallele des souris axéniques, les traitements antibiotiques
constituent une approche expérimentale complémentaire, plus accessible et proche de la
réalité physiologique chez I'homme (Kennedy et al., 2018). Grace a ce modele, il devient facile
d'induire une déplétion de la flore intestinale, d'en contréler I'amplitude (totale, large spectre
ou partielle selon les antibiotiques choisis) et la durée (quelques jours a plusieurs mois) afin
d'en étudier l'impact sur les organes de I’hote. De plus, il est aisé d’étudier avec ce modele
I'impact de la recolonisation bactérienne naturelle ou forcée, via respectivement la

réexposition a I’environnement bactérien normal ou le gavage de suspensions bactériennes

B. Microbiote intestinal et muscle squelettique : un nouveau dialogue et les
mécanismes envisagés
1) L'émergence d'un axe microbiote-muscle

La publication de nombreux travaux soulignant le réle du microbiote intestinal dans de
nombreuses pathologies et le métabolisme énergétique a conduit récemment la communauté
scientifique a questionner I’hypothése d’un axe microbiote - muscle squelettique au sein de
notre organisme.

Certaines données récemment publiées suggerent que le microbiote intestinal joue un
role clé dans les processus de régulation de la masse et de la performance du muscle strié
squelettique. Bindels et al. furent ainsi les premiers a montrer chez la souris que le microbiote
intestinal est altéré en cas de leucémie aiglie et que la restauration de la flore a I'aide d'une
souche de Lactobacillus permet de limiter la cachexie musculaire induite par la maladie
(Bindels et al., 2012). Par la suite, cette méme équipe et d’autres équipes de recherche ont
identifié sur le méme modele un effet préventif d’'une supplémentation en prébiotique et en
probiotique sur la progression cancéreuse et la cachexie associée (Bindels et al., 2015; Varian

et al., 2016). Chez I'humain, ce type de supplémentation réduirait également les dommages
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musculaires et permettrait une meilleure récupération aprés un exercice physique (Jager et
al., 2016). En transplantant la flore intestinale issue de cochons obéses a des souris axéniques,
Yan et al. observent de leur c6té que ces souris répliquent les caractéristiques typologiques et
le métabolisme lipidique du muscle squelettique de leur donneur (Yan et al.,, 2016).
L'ensemble de ces études souligne que le microbiote intestinal constituerait un acteur
potentiel de la régulation structurelle et métabolique du muscle squelettique. Si les
mécanismes sous-jacents demeurent encore mal identifiés, les cytokines pro-inflammatoires,
les acides gras a chaine courte (AGCC), les acides aminés a chaines ramifiées ainsi que la
biodisponibilité des substrats énergétiques constituent de potentiels acteurs a |'origine des

interactions entre le microbiote intestinal et le muscle squelettique.

2) Hypotheses des mécanismes de |'axe microbiote-muscle

a) Endotoxémie / inflammation

L'épithélium intestinal fait office de barriere contrélant la diffusion de LPS de la lumiere
intestinale vers le compartiment sanguin. Cependant, des événements endogénes ou
exogénes peuvent altérer cette fonction et augmenter le passage de LPS dans le sang. Dans ce
contexte, le LPS se fixe alors sur le complexe récepteur CD14/TLR4 des macrophages et
engendre la synthése et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (Delzenne and Cani,
2008). Des études utilisant des régimes hypercaloriques et hyperlipidémiques (high fat diet ou
HFD en anglais) chez la souris ont montré que les altérations du microbiote intestinal induites
par ce type d'alimentation sont associées a des désordres pro-inflammatoires systémiques
(Cani et al., 2008; Everard et al., 2011). De plus, soumis au méme régime HFD, des souris
axéniques sont moins sujettes que leurs homologues conventionnelles a lI'augmentation de
certains marqueurs pro-inflammatoires sanguins tels que IL-1B, IL-6 et le facteur de nécrose
tumorale a (TNF-a) (Rabot et al., 2010).

Les concentrations sanguines en marqueurs pro-inflammatoires tels que TNF-a, IL-6 et
IL-1B augmentent en situation d’endotoxémie. Ces cytokines favorisent la phosphorylation du
résidu sérine d'IRS-1, ce qui inhibe la sensibilité a I'insuline des cellules (Tilg and Moschen,
2008). En déplétant la flore intestinale avec de la norfoxlacine et de I'ampicilline, Membrez et
al. montrent que cette prise d'antibiotiques est associée a une meilleure tolérance au glucose
chez des souris obeéses, et ce notamment en réduisant I'endotoxémie et la production de TNF-
o dans le jéjunum (Membrez et al.,, 2008). En s’appuyant sur différents traitements
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d’antibiotiques chez des souris obeéses, I'équipe du Pr. Cani confirme ces résultats en
observant une diminution des concentrations circulantes en LPS ainsi que de la sécrétion de
TNF-a par le tissu adipeux. De maniere intéressante, ces résultats sont associés a une
augmentation de I'expression de la zonuline-1 (Z0-1) dans l'intestin, suggérant une diminution
de la perméabilité intestinale (Cani et al., 2008). Avec le méme type d’approche
expérimentale, Hwang et al. observent cependant que la déplétion du microbiote intestinal
par antibiotique limite I'insulino-résistance, sans nécessairement prévenir I'endotoxémie et
I'inflammation associées a un régime HFD. Parallélement, ils reportent une augmentation de
la sécrétion du glucagon like peptide-1 (GLP-1). Sachant que cette hormone intestinale
améliore la sensibilité a I'insuline des tissus (Pols et al., 2010). Cette étude suggére que le
microbiote intestinal joue un réle dans la sensibilité a l'insuline, et ce indépendamment de
I'endotoxémie ou de l'inflammation (Hwang et al., 2015). Toutes ces études supportent donc
le fait que le microbiote intestinal joue un role clé dans l'insulino-sensibilité a travers des
mécanismes dépendants et indépendants du tissu adipeux et du statut inflammatoire de
I'hote. Cependant des études complémentaires sont encore nécessaires pour identifier les
mécanismes mis en jeu.

L'inflammation systémique est aussi identifiée pour stimuler le catabolisme protéique
et altérer la réponse anabolique dans le muscle squelettique (Costamagna et al., 2015). En
effet, un certain nombre d'études souligne que I'augmentation des concentrations circulantes
de TNF-a et IL-1B est associée a une altération de I'anabolisme musculaire (Crossland et al.,
2008; Frost and Lang, 2008). De plus, Haddad et al. montrent qu'lL-6 agit directement sur
I’atrophie musculaire via l'inhibition de I'activité de la voie AKT/mTOR (Haddad et al., 2005).
Enfin, l'inflammation, et plus particulierement le TNF-a, agit aussi directement sur les
propriétés d'excitabilité du muscle en dérégulant |'activité des canaux sodiques dépendant
des motoneurones (Guillouet et al., 2011).

L'ensemble de ces travaux souligne donc que le microbiote intestinal en favorisant un
état inflammatoire systémique et 'endotoxémie peut conduire directement et indirectement
a altérer la fonction musculaire en dérégulant la sensibilité a l'insuline et le turnover

protéique.
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b) Acides gras a chaine courte (AGCC)

Grace au Lactobacillus, les hydrates de carbone non-digestibles subissent une
fermentation les transformant ainsi en acides gras a chaine courte (AGCC). Les principaux
AGCC formés sont le butyrate, I'acétate et le propionate. lls font office de source d'énergie
pour les cellules épithéliales du colon ou colonocytes (Cummings et al., 1987). Par ailleurs, les
AGCC permettent de réduire la perméabilité intestinale en augmentant la production de
mucus et en régulant la synthése des protéines de jonctions serrées (i.e. zonuline et occludine)
(Peng et al., 2007). Les AGCC constituent également des ligands pour les récepteurs couplés a
la protéine G 41 et 43 (GPR41 et GPR43, respectivement). En se liant sur ces récepteurs des
entérocytes, les AGCC activent un signal intracellulaire permettant la sécrétion d’hormones
gastro-intestinales (ou incrétines) : le Glucagon Like Peptide-1 (GLP-1) et le Peptide YY (PYY).
GLP-1 est impliqué dans la régulation de la satiété, tandis que PYY permet une meilleure
motilité du tube digestif et par conséquent une meilleure absorption intestinale (De Silva and
Bloom, 2012). Il a été montré que des souris déficientes en GPR41 étaient résistantes a
I'obésité, tandis que des souris déficientes en GPR43 présentent un phénotype obeéese (Kimura
et al., 2013; Samuel et al., 2008). Il semblerait que les AGCC dans le compartiment sanguin
aient une fonction anti-inflammatoire en inhibant |'activation du nuclear factor-kappa B (NF-
kB) via l'activation de GPR41 et GPR43 au sein des cellules immunitaires (Al-Lahham et al.,
2010; Fukae et al., 2005; Maslowski et al., 2009). Ainsi, si la production d'AGCC par le
microbiote intestinal est réduite, le statut inflammatoire de I'h6te se modifie a cause d'un
défaut d'activation des GPR et/ou par un passage accru de LPS a travers une barriére
intestinale plus perméable (Cani et al., 2008). Ainsi, toutes ces données suggerent qu'une
dysbiose intestinale favorise un état inflammatoire de bas grade en raison de la diminution de
la production d'AGCC. Comme évoqué dans la partie précédente, ce mécanisme conduirait a
une insulino-résistance et une altération du turnover protéique au sein du muscle
squelettique.

En diffusant de l'intestin vers le compartiment sanguin via les transporteurs des
monocarboxylates (MCT1/4/5 et SMCT1), les AGCC semblent moduler le métabolisme
énergétique de différents organes (den Besten et al., 2013). L'équipe de Yamashita montre
gu'une supplémentation en acétate chez des souris saines augmente directement |'activation
de I'AMPK au sein du muscle squelettique (Yamashita et al., 2009). Or, I’AMPK est connu pour
activer PGC-1a, un régulateur indispensable a la transcription de nombreux génes impliqués
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dans la biogénese mitochondriale et I'oxydation des acides gras (Jager et al., 2007). De plus,
chez des souris soumises au régime HFD, la supplémentation en butyrate est associée a une
meilleure insulino-sensibilité, une augmentation de l'activité d'AMPK et de PGC-1a et a une
augmentation de la proportion de fibres oxydatives de type | dans le muscle squelettique (Gao
et al., 2009). Ces données supportent donc le fait que les AGCC modulent positivement

I’activité oxydative du muscle squelettique

c) Acides Aminés a Chaines Ramifiées (AACR)

Les acides aminés a chaines ramifiées (AACR) comprenant la leucine, I'isoleucine et la
valine appartiennent au groupe des acides aminés essentiels. Les bactéries intestinales jouent
un réle important dans le métabolisme des acides aminés. En effet, les souris axéniques
présentent une distribution des acides aminés libres dans le tractus intestinal différente de
celle des souris conventionnelles (Whitt and Demoss, 1975). Tout au long du tube digestif, les
protéases et les peptidases dérivées des bactéries et de leur hote hydrolysent les protéines et
les transforment en peptides puis en acides aminés qui sont utilisés a leur tour par les
bactéries et I'hn6te (Macfarlane et al.,, 1989). La fermentation des acides aminés est
principalement réalisée par le cluster des Clostridium, des Bacillus, Lactobacillus,
Streptococcus ainsi que des Protéobactéries (Dai et al., 2011).

Un régime riche en AACR exerce des effets positifs sur la masse corporelle, la synthése
protéique musculaire et I'homéostasie glucidique. En effet, les AACR augmentent le relargage
de GLP-1 depuis le tractus intestinal (Chen and Reimer, 2009). De plus, les AACR stimulent la
voie Akt/mTOR dans le muscle squelettique permettant une meilleure translation des ARNm
et une meilleure synthése protéique (Kimball and Jefferson, 2004; Vary and Lynch, 2007). Par
ailleurs, il a été montré que Il'activation de cette voie de signalisation via une supplémentation
en leucine prévient I'atrophie musculaire en réduisant la protéolyse et I'autophagie (Dodd and
Tee, 2012). Enfin, la supplémentation sur 3 mois en AACR préserve la taille des fibres
musculaires et améliore les performances en endurance chez des souris (D’Antona et al.,
2010).

Il ne fait donc aucun doute que les études citées dans le paragraphe précédent aient
permis la démocratisation de la supplémentation en acides aminés a chaines ramifiées chez
les sportifs et les personnes voulant prévenir et/ou limiter des altérations structurelles et

métaboliques musculaires. Cependant, des limites existent pour ce type d’approche car des
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études récentes montrent que les AACR favorisent visiblement I'insulino-résistance. En effet,
Ridaura et al., montrent que les concentrations sériques en AACR augmentent chez des souris
ayant subi une transfection microbienne de personnes insulino-résistantes (Ridaura et al.,
2013). En s’appuyant sur une cohorte d’individus diabétiques et en bonne santé, Pedersen et
al. montrent dans le méme sens que plus les concentrations sériques en AACR sont élevées,
plus le risque de présenter un état d’insulino-résistance est important. Dans cette méme
étude, 4 espéces de bactéries sont identifiées comme jouant un réle dans l'interaction entre
AACR et insulino-sensibilité : Prevotella copri et Bacteroides vulgatus associées a la
biosynthése des AACR et Butyrivibrio crossotus et Eubacterium siraeum impliquées quant a
elle dans leur utilisation (Pedersen et al., 2016). L'étude de Tremblay et al. montre par ailleurs
gue des concentrations sanguines élevées en AACR maintiennent l'activation de la voie
AKT/mTOR, ce qui induirait un rétrocontrdle négatif sur le récepteur a l'insuline (IRS-1) dans
les organes insulino-sensibles (Tremblay et al., 2005). Dans le méme sens, la réduction de la
biodisponibilité en leucine améliore I'insulino-sensibilité chez la souris en limitant I'activité
anabolique dans le foie et le muscle (Xiao et al., 2011). Ainsi, méme si l'interaction microbiote-
muscle via les AACR demande a étre mieux caractérisée, ces données soulignent que le
microbiote intestinal peut moduler le muscle squelettique en agissant sur la biodisponibilité

de ces derniers dans |'organisme.

d) Absorption du glucose

Les hydrates de carbone, ou glucides, sont des substrats énergétiques clés pour le
muscle squelettique. Ce dernier produit en effet de I’ATP a partir de la dégradation d’'un
monosaccharide appelé glucose. L'absorption intestinale du glucose est médiée par les
entérocytes via le co-transporteur sodium glucose (SGLT1) au poéle apical, tandis que le
transporteur de glucose de type 2 (GLUT2) assure sa sortie vers le compartiment sanguin au
niveau de la membrane basolatérale. De plus, SGLT1 régule également la sécrétion des
incrétines GLP-1 et GIP en réponse au passage du glucose permettant ainsi d’optimiser
I'absorption de glucose aux besoins de l'organisme (Roéder et al.,, 2014). De maniére
intéressante, Zarrinpar et al. montrent que la déplétion du microbiote intestinal par
traitement antibiotique induit une meilleure insulino-sensibilité de I'h6te. Ces chercheurs
expliquent ce résultat positif par le fait que la diminution de la population de Firmicutes

diminue directement la production des AGCC. Ces derniers, et plus particulierement le
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butyrate, sont en effet utilisés par les entérocytes comme source d'énergie. En absence
d'AGCC, ces chercheurs observent une augmentation de I'activité de la glycolyse anaérobie au
niveau des colonocytes des souris traitées par antibiotiques. Ces données soulignent donc que
la déplétion du microbiote intestinal diminuerait la part de glucose absorbé par I'organisme
en faveur des besoins énergétiques des cellules intestinales, contribuant par conséquent a
améliorer I'insulino-sensibilité globale de I'h6te (Zarrinpar et al., 2018).

De plus, comme nous l'avons vu précédemment, le microbiote intestinal peut
contribuer au développement d’un état pro-inflammatoire. Or, l'inflammation altere
I'absorption intestinale des glucides simples. En effet, en réponse a une injection
intraveineuse de TNF-a, I'absorption intestinale en D-fructose se retrouve inhibée par une
inactivation des transporteurs de glucose de type 5 (GLUT5) au niveau de la membrane apicale
des entérocytes (Lang et al.,, 1993). Une telle injection diminue aussi I'absorption de D-
Galactose a travers cette méme membrane en inhibant cette fois les transporteurs SGLT1
(Amador et al., 2007). Ces études suggerent donc que |'état inflammatoire associé a une
dysbiose pourrait limiter I'absorption de différents types de glucides simples, et par
conséquent affecter ’homéostasie glucidique de I'organisme, et probablement du muscle

squelettique.

En résumé : Le microbiote intestinal représente les bactéries ayant colonisé le tractus
digestif. Ce microbiote est différent pour chaque individu, il s'acquiert a la naissance et évolue
en fonction du comportement, de l'environnement et de I'alimentation de I'h6te. Il est
aujourd'hui considéré comme un organe jouant un réle important dans tout I'organisme et
est impliqué en cas de dysbiose dans un trés grand nombre de pathologies. Récemment,
I'hypothése d'un dialogue entre le microbiote intestinal et muscle squelettique a émergé. En
effet, dans certaines conditions pathologiques, le microbiote intestinal apparait jouer un réle
dans la perte de masse et de la fonction musculaire. Cependant, les mécanismes
physiologiques sous-jacents restent encore peu étudiés. Enfin, I'activité et/ou I'"hypoactivité
pourrait jouer un role dans la composition microbienne de I'intestin, ouvrant ainsi un nouveau
pan de recherche sur les méfaits de I'hypoactivité sur le muscle squelettique a travers un

nouvel acteur : le microbiote intestinal.
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Illustration n°9 : Proposition de mécanismes moléculaires de |I'axe microbiote

intestinal-muscle squelettique
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Les principaux mécanismes qui pourraient lier le microbiote intestinal et le muscle squelettique sont :

1.

L'endotoxémie et I'inflammation : quand la perméabilité intestinale est altérée, les lipopolysaccharides (LPS) provenant
de la membrane externe des bactéries gram-négatives diffusent de maniére plus importante dans le compartiment
sanguin augmentant ainsi I'endotoxémie. Ce phénomene est associé a une hausse de l'inflammation systémique qui est
connue pour altérer l'insulino-sensibilité et la masse musculaire.

Les Acides Gras a Chaine Courte (AGCC) : issus de la fermentation des fibres, les AGCC sont une source d'énergie pour
les colonocytes. lls permettent aussi de réduire la perméabilité intestinale en modulant I'activité des protéines de
jonctions serrées (i.e. zonuline et occludine). De plus, ils servent de ligands pour leur Récepteurs Couplés a la G-Protéine
(i.e. GPR41 et GPR43) permettant de limiter 'inflammation systémique et d'augmenter la sécrétion d'hormones gastro-
intestinales comme le Glucagon Like Peptide 1 (GLP-1) et le peptide YY (PYY). Ces derniers régulent la satiété, I'absorption
intestinale et I'insulino-sensibilité. Enfin, les AGCC peuvent diffuser au niveau systémique via différents transporteurs et
impacter de maniere positive le métabolisme oxydatif et l'insulino-sensibilité.

Les Acides Aminés a Chaines Ramifiés (AACR) : issus de la transformation des protéines et des peptides par certaines
especes de bactéries intestinales, les AACR passent de la lumiéere intestinale au compartiment sanguin via leur
transporteur LAT1. IIs sont connus pour limiter I'atrophie. Cependant, des études récentes montrent qu'ils seraient aussi
responsables d'une diminution de l'insulino-sensibilité.

L'absorption du glucose : Issu de I'alimentation, le glucose peut servir de substrat énergétique aux colonocytes, mais est
surtout transporté dans le compartiment sanguin grace a ses transporteurs : le co-transporteur sodium-glucose 1
(SGLT1) et le transporteur du glucose, GLUT-2. La quantité de glucose passant dans le compartiment sanguin influe sur
le métabolisme et I'insulino-sensibilité de I’'hote. De plus, I'activité de SGLT1 module la sécrétion d'incrétines comme
GLP-1 ou le Peptide Insulinotrope Dépendant du Glucose (GIP) qui régulent I'insulino-sensibilité.
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OBJECTIFS DE THESE

L'hypoactivité se caractérise par une absence quasi-totale d'activité musculaire et de
contraintes sur |'appareil musculo-squelettique. Certaines personnes y font face dans des
situations tres particulieres d'immobilisation comme lors d’un platrage ou d’un alitement
prolongé en cas d’hospitalisation. Par ailleurs, les astronautes sont aussi confrontés a
I’hypoactivité durant les vols spatiaux. Cette hypoactivité génére de nombreuses altérations
physiologiques au niveau de différents organes. Parmi eux, le muscle squelettique est I'un des
plus impactés. En effet, on y observe une perte de masse, ainsi que des modifications du
phénotype contractile et métabolique. Les mécanismes sous-jacents sont tres étudiés depuis
des décennies par la communauté scientifique afin de développer des traitements médicaux
ou des contre-mesures adaptés et efficaces. Parmi les différents mécanismes impliqués,
I'exploration du métabolisme du fer et du microbiote intestinal constitue une approche
nouvelle pour mieux appréhender ces enjeux sanitaires, d’autant que ces deux cibles

présentent des interactions potentielles avec le muscle squelettique.

Dans ce contexte, ce travail de thése a eu pour objectif, en utilisant différents
modeéles d’hypoactivité, de déterminer chez le rongeur et chez 'homme l'impact de
I’hypoactivité sur le métabolisme du fer et le microbiote intestinal et d’en étudier les
mécanismes sous-jacents avec une attention particuliére sur le r6le du muscle squelettique
dans ces mécanismes. Nos travaux de recherche se sont plus particulierement intéressés au
réle joué par le muscle squelettique dans les modifications du métabolisme du fer et du
microbiote intestinal, mais également a I'inverse sur les conséquences de ces changements

sur la structure et le métabolisme du muscle.
Ainsi, les 3 études relatives a ce travail de these ont été réalisées afin de :

1. Déterminer l'impact de I’hypoactivité sur le métabolisme du fer et les mécanismes sous-
jacents le régulant chez des rats suspendus par la queue pendant 7 jours. Nous faisons
I'hypotheése que I'altération du métabolisme du fer en condition d'impesanteur serait due a
une élévation de la transcription d'hepcidine, elle-méme déclenchée par l'inflammation de

bas grade associée a cette condition (Etude 1)
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2. Déterminer si le muscle squelettique joue un rdle dans la redistribution du fer observée
en hypoactivité en s’appuyant sur un protocole de reconditionnement intermittent chez le
rongeur. Nous émettons I’hypothése que limiter I'atrophie musculaire sera associé a une
modulation de la synthese d’hepcidine, et par conséquent limitera la réduction de la

biodisponibilité en fer et le stockage tissulaire (Etude 2)

3.. Déterminer l'impact du microbiote intestinal sur le tissu musculaire tant au niveau
structurel que fonctionnel. Nous faisons I'hypothése qu'une modulation du microbiote

intestinal impactera a la fois la structure et la fonction du muscle squelettique (Etude 3)

Les publications en lien avec ce travail de doctorat sont listées ci-dessous. En raison
d’un décalage de I'expérimentation utilisant I'immersion séche chez I’homme, les données en
lien avec cette étude sont intégrées dans la partie Discussion et Perspectives. Seules les
publications indiquées par un astérisque, car au coeur de la problématique de these, sont

présentées dans la partie Etudes-Contributions Personnelles de ce document.
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Avant-Propos

Chaque étude est introduite par un résumé en francais suivi du tiré-a-part exhaustif en
anglais de la publication. Des annexes méthodologiques communes sont présentées en fin de
manuscrit pour apporter des informations complémentaires sur certains protocoles et

méthodes spécifiques.

|. Etude n°1 : L’hypoactivité diminue la biodisponibilité du fer
chez le rat : réle de l'inflammation dans la surexpression
d'hepcidine.

Introduction :

Dans un futur proche, le nombre et la durée des vols spatiaux habités augmenteront
inexorablement. Les agences spatiales planifient actuellement des voyages vers la Lune, vers
des astéroides ou méme vers Mars tandis que des entreprises privées comme Space X
développent un tourisme de |'espace. Dans un tel contexte, I’exploration des différents effets
de I'hypoactivité associés a I'impesanteur sur la santé des astronautes constitue un enjeu
majeur. Au-dela de la perte de masse osseuse et de masse musculaire désormais bien
caractérisées (Hargens and Vico, 2016), des études récentes ont mis en évidence que le

métabolisme du fer est aussi affecté en impesanteur (Zwart et al., 2013).

Le fer joue un role clé dans un grand nombre de fonctions biologiques comme le
transport d'oxygene, les réactions enzymatiques et la production d'énergie. Le corps humain
contient entre 3 et 5 g de fer. 65 a 75% de ce fer est contenu dans I'hémoglobine, 10 a 20%
sont stockés dans le foie sous forme de ferritine. 10% se trouvent dans la myoglobine du
muscle strié squelettique (Zhang, 2010), tandis que le reste est réparti dans différents
compartiments cellulaires. La microgravité est reconnu chez I'homme pour diminuer les
concentrations en fer et transferrine circulantes (Smith et al., 2005; Zwart et al., 2013). De
plus, une augmentation de la ferritine plasmatique est constatée chez les astronautes
séjournant dans la station spatiale internationale (ISS) supportant une augmentation du
stockage tissulaire en fer (Zwart et al., 2013). Ce stockage tissulaire anormal pourrait jouer un
role clé dans I'atrophie musculaire et I'ostéoporose associée a I’hypoactivité, mais également
déréguler le systéme immunitaire et augmenter la sensibilité aux radiations (Reardon and

Allen, 2009; Tsay et al.,, 2010). D'autre part, une réduction du fer biodisponible est
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généralement associée a une réduction du transport de lI'oxygene dans l'organisme,
phénoméne bien identifié chez I'astronaute dans plusieurs missions spatiales et connu sous le
nom « d'anémie du vol spatial » (Tavassoli, 1982). Si ces modifications physiologiques sont
aujourd'hui bien décrites, les mécanismes moléculaires sous-jacents ne sont cependant pas

identifiés.

Le métabolisme du fer est principalement contrélé par I'hepcidine, un peptide de 25
acides aminés sécrété par le foie qui réduit I'export de fer cellulaire des entérocytes et des
macrophages vers la circulation sanguine en dégradant une protéine d’export membranaire
appelée ferroportine (Zhang, 2010). Par conséquent, une augmentation du niveau d'hepcidine
est associée a une réduction de la biodisponibilité en fer plasmatique et a une séquestration
accrue du fer dans les cellules exprimant la ferroportine, notamment les macrophages (Ganz,

2011).

L'objectif de cette premiere étude est donc de déterminer chez le rat, I'impact de
I’"hypoactivité sur le métabolisme du fer et les mécanismes le régulant, en utilisant le modele
de suspension par la queue pendant 7 jours. Nous faisons I'hypothése que les altérations du
métabolisme du fer en condition d'impesanteur seraient dues a une élévation de la
transcription d'hepcidine elle-méme déclenchée par l'inflammation de bas grade qui est

associée a cette condition.

Matériel et méthodes :
Pour répondre a cette hypothése, nous utilisons un modeéle de suspension par la queue
(Fiche méthodologique n°1, page n°184) qui est le plus fréquemment utilisé pour simuler
I'absence de pesanteur (Morey-Holton and Globus, 2002). Ainsi, 16 rats Wistar males sont
répartis en 2 groupes expérimentaux : Contréle (CTL, n=8) et Suspendu (HU, n=8). Apres 7
jours de suspension, les rats sont sacrifiés et le sang prélevé par ponction intracardiaque puis
centrifugé afin d'en extraire le sérum. Le foie, la rate et le muscle gastrocnémien sont prélevés,

pesés puis congelés a -80°C dans I'attente d'analyses.

Résultats :
Apres 7 jours de suspension, le groupe HU présente une transcription hépatique
d'hepcidine plus importante que le groupe CTL (+74%, p=0,001). En accord avec les propriétés
biologiques de cette hormone, le stockage en fer est plus important chez le groupe HU au
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niveau de la rate (+78%, p=0,030), mais pas du foie. Nous notons aussi une diminution des
concentrations sériques en fer (-35%, p=0,002) ainsi qu'une diminution de la saturation en
transferrine (-25%, p=0,011) par rapport au groupe CTL supportant une réduction de la
biodisponibilité en fer. Afin de comprendre par quels mécanismes la transcription d'hepcidine
est augmentée en réponse a I’hypoactivité, nous avons étudié par Western blot les voies de
signalisation impliquées dans sa régulation. Nous avons trouvé que seule la voie IL-6/STAT3
est suractivée chez le groupe HU (+193%, p<0,001). Cette voie, sensible a lI'inflammation est
aussi associée a la transcription du géne de I'haptoglobine. Pour confirmer I'activation de la
voie IL-6/STAT3, nous avons analysé la transcription hépatique d'haptoglobine, cette derniére
est augmentée chez les HU (+167%, p<0,001) confirmant I'implication de la voie de
I'inflammation dans la dérégulation de la transcription hépatique d'hepcidine et dans les
dérégulations du métabolisme du fer en hypoactivité. L'origine de cet état pro-inflammatoire
pourrait étre le muscle atrophié. En effet, chez les rats suspendus, nous notons au niveau du
muscle gastrocnémien une perte significative de sa masse (-12%, p=0,010) associée a une
augmentation de la transcription d'IL-6 (+135%, p=0,028), alors que d’autres organes comme

le foie et le rate ne présentent aucune variation significative de cette transcription.

Conclusion :

Ces résultats que I'hypoactivité induit une redistribution du fer dans I'organisme et
plus spécifiquement que la rate, un organe riche en macrophages, est surchargée en fer apres
7 jours de suspension par la queue. lls soulignent que ces dérégulations sont associées a une
augmentation de la transcription hépatique du régulateur principal du métabolisme du fer :
I'hepcidine. Enfin, ces résultats suggerent que le muscle serait a I'origine de ces troubles et
agirait sur le foie. En s'atrophiant sous I'effet de la microgravité, il favoriserait un état pro-
inflammatoire systémique via notamment la transcription d'IL-6 qui, au niveau du foie

activerait la transcription d'hepcidine via la voie IL-6/STAT3.
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New Findings

o What is the central question of this study?
Although microgravity is well known to reduce circulating iron in astronauts, the underlying
mechanism is still unknown. We investigated whether hepcidin, a key hormone regulating
iron metabolism, could be involved in this deleterious effect.

o What is the main finding and its importance?
We show that hindlimb suspension, a model of microgravity, stimulates the production
of hepcidin in liver of rats. In agreement with the biological role of hepcidin, we found a
decrease of circulating iron and an increase of spleen iron content in hindlimb-unloaded rats.
Consequently, our study supports the idea that hepcidin could play a role in the alteration of
iron metabolism parameters observed during spaceflight.

During spaceflight, humans exposed to microgravity exhibit an increase of iron storage and a
reduction of circulating iron. Such perturbations could promote oxidative stress and anaemia in
astronauts. The mechanism by which microgravity modulates iron metabolism is still unknown.
Herein, we hypothesized that microgravity upregulates hepcidin, a hormone produced by the
liver that is the main controller of iron homeostasis. To test this hypothesis, rats were submitted
to hindlimb unloading (HU), the reference model to mimic the effects of microgravity in
rodents. After 7 days, the mRNA level of hepcidin was increased in the liver of HU rats (+74%,
P=10.001). In agreement with the biological role of hepcidin, we found an increase of spleen iron
content (4+78%, P= 0.030) and a decrease of serum iron concentration (—35%, P = 0.002) and
transferrin saturation (—25%, P=0.011) in HU rats. These findings support a role of hepcidin in
microgravity-induced iron metabolism alteration. Furthermore, among the signalling pathways
inducing hepcidin mRNA expression, we found that only the interleukin-6/signal transducer
and activator of transcription 3 (IL-6/STAT3) axis was activated by HU, as shown by the increase
of phospho-STAT?3 (+193%, P < 0.001) and of the hepatic mRNA level of haptoglobin (+167%,
P < 0.001), a STAT3-inducible gene, in HU rats. Taken together, these data support the idea
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that microgravity may alter iron metabolism through an inflammatory process upregulating

hepcidin.
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Introduction

In the future, the number and duration of manned
spaceflights will inexorably increase. Space agencies plan
to send astronauts to the moon, asteroids and mars,
whereas private companies are developing a commercial
exploitation of space travel by proposing future services
such as ‘space taxis’ and space tourism. In this context, the
effect of microgravity on human physiology needs to be
understood better. In addition to the well-known loss of
skeletal muscle and bone mass (Hargens & Vico, 2016),
recent findings highlighted that microgravity affects iron
metabolism (Zwart et al. 2013).

Iron plays a key role in numerous biological functions,
including oxygen transport, enzyme activity and energy
production. The human body contains 3-5 g of iron, with
65-75% being linked to haemoglobin, 10-20% stored in
the liver, associated with the iron-storage protein ferritin,
10% found in myoglobin of striated muscles (Zhang,
2010) and the remainder localized in the different cell
types. Humans exposed to microgravity exhibit a decrease
of the circulating levels of iron and transferrin (Smith
et al. 2005; Zwart et al. 2013). Additionally, an increase
in iron storage has been reported in astronauts of the
International Space Station (Zwart et al. 2013). These
findings raise concern because excess iron in tissues can
impair bone and muscle metabolism, disrupt immune
function and increase the sensitivity to radiation injury
(Reardon & Allen, 2009; Tsay et al. 2010). In contrast,
a reduction in circulating iron may promote anaemia, a
deleterious effect already observed during space missions
and known as ‘spaceflight anaemia’ (Tavassoli, 1982). This
phenomenon could limit the duration of space travel.
Although the effects of microgravity on iron metabolism
have been identified, the molecular mechanism driving
such regulation remains unexplored.

Iron metabolism is mainly controlled by hepcidin,
a peptide hormone secreted by the liver that reduces
iron export through degradation of the iron exporter,
ferroportin  (Zhang, 2010). In addition, hepcidin
reduces iron absorption by the duodenal enterocytes.
Consequently, high levels of hepcidin induce both a
decrease of serum iron and an increase of iron storage
in cells expressing ferroportin, especially macrophages
(Ganz, 2011).

Email: frederic.derbre@univ-rennes2.fr
O. Loréal: INSERM UMR991, CHU Pontchaillou, 35033 Rennes Cedex.

Email: olivier.loreal@univ-rennesl.fr

From these data, we hypothesized that alteration of
iron metabolism parameters during microgravity could
be linked to hepatic hepcidin overexpression induced
by iron-related and/or inflammatory signals. To test this
hypothesis, we submitted rats to hindlimb unloading
(HU), the reference model to simulate the effects of
microgravity in rodents (Globus & Morey-Holton, 2016),
and we analysed whether hepatic hepcidin expression and
the related signal transduction pathways are modulated.

Methods
Ethical approval

The protocol and procedure used in this study were in
accordance with the local committee on Ethics in Research
of Rennes (authorization 01259.03) and approved by the
French Ministry of Higher Education.

Animals and experimental procedures

Male Wistar rats (10 weeks old; Janvier Labs, Le Genest
St Isle, France) were randomly assigned to two groups:
non-suspended (control, n = 8) and hindlimb unloaded
(HU, n = 8) for 7 days. Hindlimb unloading was
performed by using Morey’s tail-suspension model
(Morey-Holton & Globus, 2002). Rats were housed with
food and water ad libitum. At the end of the protocol,
rats were deeply anaesthetized with an Lp. injection of
ketamine (100 mg kg~!) and xylazine (20 mg kg !).
Liver, spleen and gastrocnemius were harvested, weighed,
frozen in liquid nitrogen and stored at —80°C. Blood was
collected from the vena cava and the animals were killed
by exsanguination. Haemoglobin concentrations were
determined using HemoCue® 201+ system (HemoCue,
AB, Meaux, France). Blood was centrifuged at 1500¢ for
10 min, after which serum was removed and stored at
—80°C.

Biochemical methods

Serum iron and unsaturated iron-binding capacity
(UIBC) were measured in the biochemistry laboratory
(Rennes Pontchaillou Hospital) on Cobas 8000 analyser
Roche® (Cobas® reagents 03183696 122 and 04536355
190, respectively, Roche Diagnostics, Meylan, France).
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Serum transferrin saturation was calculated as [serum
iron/(serum iron + UIBC)] x 100. Liver and spleen iron
concentrations were quantified as previously described
(Barry & Sherlock, 1971). Serum interleukin-6 (IL-6)
concentrations were determined using a rat IL-6 detection
kit according to the manufacturer’s protocol (BioLegend,
San Diego, CA, USA).

Histological analysis

Spleen and liver samples were fixed in 4% para-
formaldehyde fixative for 24 h and paraffin embedded.
Serial transverse sections 4 pum thick were obtained
from each sample using a Leica microtome and were
mounted on glass slides. To visualize ferric iron deposits,
deparaffinized tissue sections were stained with Perls’
Prussian Blue.

RNA extraction and quantitative real-time PCR

RNA extraction and quantitative real-time PCR were
performed as previously described (Pierre et al. 2013).
Analysis was done using the 22T method with HPRT
(liver and spleen) or RPLI9 (gastrocnemius) as a
reference gene. The following primer sequences were used:
IL-6 (forward TCCGCAAGAGACTTCCAGC and reverse
GTCTGTTGTGGGTGGTATCCTCT); hepcidin (forward
CTGCAGCCTTGGCATGG and reverse CAGCAGCGCA
CTGTCATCA); haptoglobin (forward AACACTTGGTT
CGTTATCGCTG and reverse CCACACACTGCCTCAC
ACTTG); HPRT (forward CTGATTATGGACAGGACTG
AAAGAC and reverse CCAGCAGGTCAGCAAAGAACT);
and RPLI19 (forward CAATGCCAACTCTCGTCAACAG
and reverse CATCCAGGTCACCTTCTCGG).

Western blotting

Protein extraction and Western blots were performed as
previously described (Salaun et al. 2016). The following
antibodies were used: ERKI1-2 (1:1000; 9102, Cell
Signaling, Danvers, MA, USA), p-ERK1-2-Thr?*Tyr?*
(1:1000; 9101, Cell Signaling, Danvers, MA, USA),
p-STAT3-Tyr’% (1:1000; 9131, Cell Signaling, Danvers,
MA, USA), p-SMADI1/5/8-Ser*¥46> (1:1000; ab92698
Abcam, Danvers, MA, USA), SMAD5 (1:1000; Cell
Signaling, Danvers, MA, USA) and a-actin (1:700; A2172
Sigma Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA).

Statistical analysis

Normality and equality of variances were checked using a
Kolmogorov—Smirnov and Fisher test, respectively. If one
of these two tests failed, we checked the significance using
a Mann—-Whitney U test and data were presented with a
box plot. When normality and equal variance were met, we
used Student’s unpaired ¢ test and data were presented as
the mean =+ SD. Thelevel of significance was set at P < 0.05.
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Results
Hindlimb unloading induces iron misdistribution

Initially, we aimed to check the disruption of iron
metabolism induced by our model of microgravity. We
found that available iron was reduced in HU rats as shown
by the decrease of serum iron concentration (—35%,
P =0.002) and transferrin saturation (—25%, P = 0.011;
Fig. 1A and B). This reduction of systemic iron was not
associated with changes in haemoglobin concentration
(15.8 & 0.4 versus 16.6 & 0.30 g d1I™!, P = 0.153; Fig. 1C).
To characterize the effect of HU on iron metabolism
better, we measured iron concentration in liver and
spleen, the main organs responsible for iron storage. Iron
content increased in the spleen of HU animals (478%,
P =0.030; Fig. 1E), whereas liver iron concentration was
not significantly modified (P = 0.217; Fig. 1D). These
results were supported by histological analyses, where
iron deposits were more visible in the spleen of HU
animals (Fig. 1F). It is noteworthy that spleen weight
was not reduced in HU conditions [0.25 £ 0.04 versus
0.23 £ 0.03 g (100 g body weight) ™!, P = 0.437; Table 1],
thus dismissing an increase of spleen iron concentration
related to a modification of spleen weight. Taken together,
our results indicate that simulated microgravity induces
an increase of iron storage in the spleen associated with a
reduction of the circulating iron.

Hindlimb unloading upregulates hepatic hepcidin
expression via the IL-6/STAT3 signalling pathway

To investigate the mechanism by which HU induces iron
misdistribution, we measured in liver the expression of
hepcidin, the master regulator of iron metabolism. We
found that HU increased the hepcidin mRNA level (474%,
P = 0.001, Fig. 2A), thereby supporting a role of this
hormone in the alteration of iron homeostasis observed
in our experiment. Hepcidin expression is known to be
upregulated by BMP6/SMAD, ERK1/2 and IL-6 /STAT3
signalling pathways (Zhao et al. 2013). Therefore, we
investigated whether these three signalling pathways were
activated in the liver of HU animals. We observed that
HU increased STAT3 phosphorylation state (+193%,
P < 0.001; Fig. 2C and F), whereas HU modulated
neither phospho-ERK1-2 nor phospho-SMAD1/5/8 levels
(Fig. 2C, D and E). STAT3 is a transcription factor well
known to regulate genes of the acute phase response,
such as haptoglobin (Alonzi et al. 2001). Herein, we
observed an elevation of the mRNA level of haptoglobin
(+167%, P < 0.001; Fig. 2B) in the liver of HU rats.
Taken together, these results support the suggestion
that HU induces STAT3 pathway activation in the liver.
Consequently, we propose that stimulated microgravity
promotes a transcriptional regulation of hepcidin through
the IL-6/STAT3 signalling pathway.
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Interleukin-6 mRNA increases in skeletal muscle of HU
rats

Given that IL-6 is the main activator of STAT3, we analysed
its mRNA level in liver, spleen and gastrocnemius. We
found that IL-6 mRNA level increased in gastrocnemius
of HU animals (+135%, P = 0.028; Fig. 3C), whereas
this was not the case in spleen (P = 0.444; Fig. 3B) and
liver (P = 0.657; Fig. 3A). The increase of IL-6 mRNA
in gastrocnemius was probably related to the atrophic
process. Indeed, HU rats exhibited a 12% (P = 0.004;
Table 1) loss of gastrocnemius mass, a deleterious effect
well known to be associated with inflammation. The
serum concentration of IL-6 remained below the limit
of sensitivity of the assay in both control and HU animals.

Discussion

By using the HU model, we demonstrated that simulated
microgravity induces upregulation of hepcidin, the
master regulator of iron metabolism. This finding
highlights that hepcidin could play a key role in the
alteration of iron metabolism induced by microgravity.
Furthermore, our data support the idea that HU
induced hepcidin upregulation through the inflammatory
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signalling pathway IL-6/STAT3. This study constitutes a
first step towards a better understanding of the mechanism
by which microgravity alters iron metabolism.

The HU model has been widely used for decades
to understand the effects of microgravity observed
during spaceflight. This model presents the advantage of
exploring the organ-specific responses to microgravity,
a key characteristic of the spaceflight environment,
and excludes the concomitant effects of the astronaut’s
exposure to radiation or hyperoxia. The neuroendocrine
stress occurring during the first few days, depending
on the experiment, is the main weakness recognized
for the HU model, because it could mask or
amplify adaptive responses to microgravity (Globus &
Morey-Holton, 2016). However, as highlighted by Globus
& Morey-Holton (2016), this acute stress in rodents may
mimic the acute stress occurring in astronaut crews during
launch and the first days of spaceflight (Stowe et al. 2011;
Mehta et al. 2014).

As observed during space missions, microgravity
reduces the serum iron concentration and increases
iron storage in humans (Smith et al 2005). Our
model of microgravity, HU, reproduces those effects and
constitutes de facto an appropriate experimental design
to study the effect of spaceflight on iron metabolism. In
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Figure 1. Hindlimb unloading (HU) induces iron misdistribution

A, serum iron concentration. B, transferrin saturation. C, haemoglobin concentration. D, liver iron
concentration. E, spleen iron concentration. F, histological detection of iron deposits in liver and spleen
sections by Perls’ iron staining. Significance was checked using the Mann-Whitney U test (A and B) or

Student’s unpaired t test (C-£). *P < 0.05, **P < 0.01.
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Table 1. Effect of hindlimb unloading on gastrocnemius and
spleen weights

Hindlimb

Parameter Control group unloading group
Body weight (g) 301 £+ 23 272 + 26%**
Ratio of 530.6 + 40.8 459.3 + 42.8**

gastrocnemius

weight to body

weight [g (100 g)~ ']
Ratio of liver weight 4.09 + 0.36 3.59 + 0.39**

to body weight

[g (100 9)7"]
Ratio of spleen 0.25 + 0.04 0.23 + 0.03

weight to body
weight [g (100 g)~']

Values are means + SD. Significance was checked using
Student’s unpaired t test. **P < 0.01, ***P < 0.001.

our experiment, we found that simulated microgravity
increased iron storage in the spleen and reduced iron
availability, as shown by the reduction of circulating iron
and transferrin saturation. In other words, the increase of
iron storage by HU occurred to the detriment of the blood
iron content, a change that looks like an effect of hepcidin.
Indeed, this hormone promotes a reduction of the
circulating iron through induction of iron sequestration
in cells expressing ferroportin, such as the spleen resident
macrophages (Zhao et al. 2013). Remarkably, we observed
such an effect in HU rats, and this was associated with an
increase of the hepcidin mRNA level. Although this result
does not definitively prove a causal link between hepcidin
upregulation and iron misdistribution, it supports a
potential role of this hormone in the alteration of iron
metabolism induced by microgravity. However, one study
reported that, despite a clear alteration of iron metabolism,
astronauts did not exhibit any change of the circulating
level of hepcidin (Zwart et al. 2013). Various confounding
factors related to space travel, including a disturbance of
circadian rhythms (Schaap et al. 2013) and hyperoxia,
as well as the low number of subjects, could explain the
lack of significant differences reported in this study (Zwart
etal. 2013). Alternatively, we cannot exclude the possibility
that HU and microgravity alone exert a distinct effect on
hepcidin production.

To go further in the understanding of hepcidin
regulation by microgravity, we investigated the
signalling pathways modulating hepcidin expression. The
BMP/SMAD signalling pathway is the main positive
regulator of hepcidin (Zhao et al. 2013). More specifically,
it has been demonstrated that an increase in both
transferrin saturation and liver iron content promotes
BMP/SMAD activation (Core et al. 2014). Here, we
showed that hepatic phospho-SMAD1/5/8 levels were not
affected by HU, whereas serum transferrin saturation
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was decreased and liver iron content was unchanged.
Thus, our data did not support an implication of the
BMP/SMAD axis in HU-induced hepcidin upregulation.
In addition to the BMP/SMAD pathway, evidence from
in vitro studies and Tfr2/Hfe null mice supports the view
that the ERK1/2 signalling pathway is a positive regulator
of hepcidin (Ramey et al. 2009; Poli et al. 2010). Here, we
observed that 7 days of HU did not affect phospho-ERK1/2
levels, thus showing that the ERK1/2 signalling pathway
is not involved in HU-induced hepcidin upregulation.
Finally, we explored the IL-6/STAT3 signalling pathway
known to be regulated by inflammation (Zhao et al.
2013). Interestingly, we observed that HU increased the
phosphorylation state of STAT3 and the mRNA level
of haptoglobin, a STAT3-inducible gene. All together,
these data indicate that HU probably stimulates hepcidin
synthesis through STAT?3 activation.

The inflammatory cytokine IL-6 is well known
to activate STAT3, which in turn promotes hepcidin
production (Wrighting & Andrews, 2006). Given that
IL-6 is a well-known myokine released by atrophied
muscle, we analysed its mRNA level in gastrocnemius.
In agreement with others (Caron ef al. 2009; Kwon et al.
2015), we found that the IL-6 mRNA level increased in
the gastrocnemius of HU animals. As HU rats exhibited
a 12% loss of gastrocnemius mass, HU-induced IL-6
upregulation is most probably related to inflammation
associated with the atrophic process. Indeed, atrophied
myotubes produce IL-6, an effect which is mediated by
the nuclear factor-«B inflammatory pathway (Yamaki et al.
2012). Moreover, researchers in our laboratory and other
studies have demonstrated that the nuclear factor-«B
signalling pathway was activated early in skeletal muscle
from unloaded rats (Judge et al. 2007; Salaun et al.
2016).

Although we showed an increase of the mRNA level of
IL-6 in the gastrocnemius of HU rats, we were not able to
detect IL-6 in the blood. Unfortunately, serum IL-6 levels
remained undetectable in both control and HU animals.
This sensitive issue is frequently observed for IL-6 owing to
the moderate inflammation induced by microgravity (Xu
et al. 2013; Crucian et al. 2014). The minimal detectable
level of IL-6 with the ELISA kits, including those used in
this study, is generally between 5 and 10 pg ml™!, whereas
in vitro studies have demonstrated in hepatocytes that
small amounts of IL-6 (<2 pg ml™!) were able to induce
a 30-fold increase of the hepcidin mRNA level (Memoli
et al. 2010). In our study, the impossibility of detecting
the circulating level of IL-6 does not mean that this
cytokine has no role on hepcidin expression. Dedicated
studies are needed to determine the implication of IL-6 in
HU-induced hepcidin upregulation.

The alteration of iron metabolism induced by
microgravity raises concern because iron accumulation
in tissues could promote oxidative damage through
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the Fenton reaction. It has been proposed that such
a mechanism could accelerate loss of bone mass in
astronauts, a population already exposed to a higher
degree of oxidative damage because of cosmic radiation
(Zwart et al. 2013). In view of our results, the role
of hepcidin in microgravity-induced oxidative damage
needs to be investigated. In contrast, our results suggest
that hepcidin could contribute to ‘spaceflight anaemia’.
Indeed, the reduction of available iron observed in
HU rats could reduce erythropoiesis. In the present
study, we did not report differences in haemoglobin
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concentration between control and HU animals. This
result is in accordance with previous studies showing that
microgravity did not reduce haemoglobin concentration;
it decreases red blood cell mass and plasma volume,
thus maintaining haemoglobin concentration (Tavassoli,
1982). Consequently, appropriate markers are needed to
study spaceflight anaemia; this was not the goal of the
present study.

In humans, microgravity is simulated through bedrest,
a situation which also alters iron metabolism (Zwart
et al. 2009b). Studies have shown that bedrest induces
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Figure 2. Hindlimb unloading (HU) induces hepatic hepcidin upregulation via the IL-6/STAT3 signalling
pathway
A, hepatic hepcidin mRNA level. B, hepatic haptoglobin mRNA level. C, representative blots of
p-ERK1-2-Thr2%2/Tyr2%4, ERK1-2, p-SMAD1/5/8 Ser#63/465 S\MADS5, p-STAT3-Tyr’%%, STAT3 and actin.
D, hepatic ERK1-2 activation. E, hepatic SMAD1/5/8 activation. F, hepatic STAT3 activation. Significance
was checked using the Mann-Whitney U test (A and B) or Student’s unpaired t test (D-F). **P < 0.01,
P < 0.001.
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Figure 3. Interleukin-6 mRNA increases in skeletal muscle of hindlimb-unloaded (HU) rats
Interleukin-6 mMRNA levels were measured in liver (A), spleen (B) and gastrocnemius (C). Significance was

checked using the Mann-Whitney U test. *P < 0.05.
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a reduction of the circulating concentration of transferrin
(Zwart et al. 2009a,b; Morgan et al. 2012). In a similar
manner to HU, bedrest is an immobilization model where
skeletal muscle wasting occurs rapidly. This atrophic
process is associated with an elevation of the circulating
level of IL-6 (Bosutti et al. 2008; Mutin-Carnino et al.
2014). As already mentioned, this cytokine stimulates the
production of hepcidin and could therefore alter iron
metabolism. To the best of our knowledge, no studies
have measured hepcidin in bedridden patients. As a
consequence, it is unknown whether hepcidin contributes
to the alteration in iron metabolism observed in bedridden
patients. In future studies, particular attention must be
paid to hepcidin in bedridden patients; inappropriate
modulation of hepcidin could have multiple deleterious
effects, such as oxidative stress and anaemia.

In summary, similar to spaceflight, we found that HU
induces an increase of iron storage in the spleen and a
decrease of circulating iron. Given that these results are
associated with an elevation of hepcidin in the liver of HU
animals, we propose that hepcidin could be involved in the
effects of microgravity on iron metabolism. Furthermore,
we show that the IL-6/STAT3 signalling pathway seems
responsible for HU-induced upregulation of hepcidin.
This study provides new directions to investigate the
mechanism by which microgravity alters iron metabolism.
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Etudes-Contributions personnelles

Il. Etude N°2 : Le reconditionnement intermittent prévient
I'atrophie musculaire induite par I'hypoactivité mais ne
prévient pas la réduction de la biodisponibilité en fer

Introduction :

Les astronautes dans l'espace subissent une perte de capacités physiques et
fonctionnelles réduisant ainsi la capacité a assurer leurs missions et a récupérer
physiguement. L'hypoactivité en condition d'impesanteur contribue principalement a ce
déficit fonctionnel en favorisant, entre autres, une perte de masse et force musculaire, des
altérations cardiorespiratoires, une ostéoporose et une anémie. (De Santo et al., 2005; Pavy-
Le Traon et al., 2007; Pierre et al., 2016). L'hypoactivité induite par I'alitement et les vols
spatiaux affecte la distribution du fer dans I’organisme se caractérisant par une augmentation
de son stockage et une diminution de sa biodisponibilité au niveau sanguin (Smith et al., 2005;
Zwart et al., 2013a). Ces altérations pourraient jouer un réle clé dans I'anémie du vol spatial
en raison d'une diminution de la biodisponibilité du fer pour la synthése de globules rouges
lors de I'érythropoiése. D’un autre coté, le stockage accru de fer dans certains organes
pourrait également favoriser I'atrophie musculaire ou encore I'ostéoporose constatées chez
des personnes alitées ou chez les astronautes. En effet, un stockage plus important en fer dans
ces organes favorise |'apparition d'un stress oxydant chronique via la réaction de Fenton

(Reardon and Allen, 2009; Tsay et al., 2010).

Le métabolisme du fer est principalement régulé par I'hepcidine, un peptide composé
de 25 acides aminés sécrété par le foie. Ce dernier induit une séquestration du fer tissulaire
et limite I'entrée de ce dernier au niveau des entérocytes du duodénum en dégradant une
protéine d’export cellulaire du fer appelée ferroportine (Zhang, 2010). Ainsi, I'hepcidine réduit
la biodisponibilité de fer au niveau systémique et augmente le stockage de cet élément dans
les cellules exprimant de la ferroportine (tout particulierement les macrophages). La synthése
d’hepcidine est accélérée au niveau du foie en raison : 1) de I'accumulation de fer dans le foie
qui active la voie de signalisation BMP / SMAD, 2) d’'une augmentation du fer lié a la
transferrine qui active les kinases extracellulaires régulées par le signal (ERK1/2) 3) d’un état
inflammatoire qui active la voie de signalisation IL-6 /JAK2/STAT3 (Ramey et al., 2010; Zhao et

al., 2013). En utilisant le modeéle de suspension par la queue (HU) chez le rat, lors de I'étude
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n°1, notre équipe a mis en évidence qu'une courte période d'hypoactivité (7 jours) induit une
augmentation du stockage du fer, particulierement dans la rate, et diminue parallelement la
concentration sanguine en fer ainsi que la saturation en transferrine (Cavey et al., 2017). Cette
redistribution du fer dans I'organisme était associée a une augmentation de la transcription
d'hepcidine dans le foie des animaux (Cavey et al., 2017). L’hepcidine apparait donc comme
une hormone clé dans les altérations du métabolisme du fer se produisant lors de périodes
d'hypoactivité. De maniére intéressante, nous avons aussi mis en exergue des augmentations
concomitantes de l'activité protéique de STAT3 dans le foie et de la transcription d'IL-6 dans
le muscle atrophié (Cavey et al., 2017). Ces données suggerent un dialogue inter-organes
entre le muscle squelettique et le foie activé lors de courtes périodes d'hypoactivité qui
réduirait la biodisponibilité du fer dans I'organisme. Ainsi, cibler le muscle afin limiter cette

réduction ferriques apparait comme une perspective pertinente.

Dans ce contexte, la gravité artificielle intermittente est proposée depuis plusieurs
dizaines d'années comme une contre-mesure efficace pour limiter I'atrophie musculaire.
L'expérience pilote de la NASA en 2006 fut la premiere étude chez I'homme a étudier
I'efficacité de la gravité artificielle comme contre-mesure face aux méfaits de I'hypoactivité.
Lors de cette étude, 1 heure quotidienne de centrifugation a 2,5G pendant les 21 jours
d'alitement suffit a prévenir partiellement |'atrophie musculaire (Caiozzo et al., 2009; Symons
et al.,, 2009). Chez le rongeur, le reconditionnement intermittent durant des périodes de
suspension par la queue est également efficace pour limiter I'atrophie du muscle soléaire, la
diminution des diameétres de fibres (CSA) ainsi que la perte de force. L'efficacité de cette
contre-mesure dépend par contre des modalités de suspension et de reconditionnement
(Bangart et al., 1997; D’Aunno et al., 1990, 1992; Hauschka et al., 1988; Thomason et al.,
1987).

L'objectif de cette deuxieme étude est de déterminer si le muscle squelettique joue un
role dans les altérations du métabolisme du fer associées a I’hypoactivité en s’appuyant sur
un protocole de reconditionnement intermittent chez le rongeur. Nous émettons I’"hypothése
gue limiter I'atrophie musculaire via un reconditionnement intermittent sera associé a une
modulation de la synthése d’hepcidine, et par conséquent limitera la réduction de la

biodisponibilité en fer et le stockage tissulaire.
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Matériel et méthodes:

Pour répondre a cette hypothese, nous enrichissons notre modéle de suspension par
la queue avec une nouvelle modalité : une recharge intermittente d’1h par jour (Fiche
méthodologique n°1, page 184) (Morey-Holton and Globus, 2002). La durée de la suspension
est étendue ici a 14 jours afin d'observer si les altérations du métabolisme du fer étudiées
précédemment a 7 jours sont toujours effectives a plus long terme. Ainsi, dans cette nouvelle
étude, 27 rats Wistar males sont répartis en 3 groupes expérimentaux : Contréle (CTL, n=9),
Suspendu (HU, n=9) et Suspendu décroché une heure par jour (HU-IR). Apres 14 jours, les rats
sont sacrifiés et le sang prélevé par ponction intracardiaque puis centrifugé afin d'en extraire
le sérum. Le foie, la rate et le muscle soléaire sont prélevés, pesés puis congelés a -80°C dans

I'attente d'analyses.

Résultats :

Aprés 14 jours de protocole, la concentrations de fer dans le sang ainsi que la
saturation en transferrine sont diminuées dans le groupe HU comparé au groupe CTL. Ces
résultats sont accompagnés d'une augmentation de la transcription d'hepcidine comparable
a l'étude N°1. Cependant, contrairement a cette derniére, nous ne notons aucune
augmentation du stockage intra-organe dans le groupe suspendu, que ce soit dans la rate,
dans le foie ou dans le muscle squelettique. De maniére intéressante, toutes les altérations en
lien avec I'atrophie musculaire (i.e. diminution de la masse musculaire, réduction du diamétre
des fibres, perturbations des voies de protéosynthése et de protéolyse) ainsi que le
changement typologique habituellement initié (i.e. lent vers rapide) dans le soléaire sont
significativement atténués dans le groupe HU-IR comparativement au groupe HU. En
revanche, ces bénéfices au niveau musculaire ne s'accompagnent pas d'un effet préventif du

reconditionnement intermittent sur le métabolisme du fer et sur la transcription d'hepcidine.

Conclusion :

Ces résultats confirment que le métabolisme du fer est toujours dérégulé aprés 14
jours d'hypoactivité. Malgré le fait que nous ne retrouvions pas le fer en surcharge dans les
tissus, sa biodisponibilité reste significativement diminuée. Ces résultats s'accompagnent
également d'une transcription hépatique d'hepcidine augmentée lors de la suspension. En
revanche, des trois voies de signalisations connues pour promouvoir cette transcription,

aucune ne semble activée. Nos données démontrent que, malgré les effets bénéfiques
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indiscutables du reconditionnement intermittent sur le muscle squelettique, cette contre-
mesure ne prévient pas les altérations du métabolisme du fer. Ces résultats questionnent par
conséquent le réle du muscle dans les altérations du métabolisme du fer induites par

I’"hypoactivité.
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ABSTRACT

During spaceflight, humans exposed to microgravity exhibit muscle atrophy associated to iron
storage and reduction of iron availability. We previously observed in rats that hepcidin plays a
key role in iron misdistribution, and suggested that a crosstalk between skeletal muscle and
liver could occur to regulate hepcidin synthesis during simulated microgravity. The present
study was therefore designed to explore in rats the long-term effects of simulated microgravity
on iron metabolism, and if intermittent reloading by targeting skeletal muscle atrophy
constitutes an efficient countermeasure to limit iron misdistribution. To this purpose, we
exposed Wistar rats to 14 days of hindlimb unloading (HU) combined or not with daily
intermittent reloading (IR). After 14 days of HU, we report a significant reduction of serum
iron concentration and transferrin saturation combined to hepatic hepcidin mRNA
upregulation. However, the main signaling pathways involved in hepcidin synthesis in the liver
including BMP/SMAD, IL6/STAT3 and ERK1/2 remain unaffected. Contrary to 7 days of HU,
iron concentrations in spleen, liver and skeletal muscle do not differ after 14 days between
control and HU animals. Despite the benefits of IR to limit soleus muscle atrophy and slow-to-
fast MHC distribution, we do not report preventive effects on iron availability and hepcidin
upregulation. All together, these results highlight that reduction of iron availability persists
durably during simulated microgravity, and that related hepcidin upregulation is not a transient
adaptation to this condition. They also support that skeletal muscle does not necessary play a

key role on iron misdistribution occurring during simulated microgravity.
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NEW & NOTEWORTHY. Microgravity is recognized to induce skeletal muscle wasting and
iron misdistribution both in astronauts and bedridden patients. Based on previous data, we
hypothesized that atrophied skeletal muscle could be involved in microgravity-induced iron
misdistribution by modulating hepcidin expression, the masterkeeper of iron metabolism. Our
data support that hepcidin upregulation is not a transient adaptation associated to microgravity,
but that the underlying mechanisms differ depending on the time to exposure. Despite effective
prevention of soleus wasting by intermittent reloading, we do not report benefits on
microgravity-induced iron misdistribution suggesting that skeletal muscle finally would not be

necessary a key player in this phenomenon.
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INTRODUCTION

Astronauts experience decrease in physical function during spaceflight leading to reduce work
capacity, ability to carry out missions and complications during recovery. Lack of muscle
activity due to microgravity considerably contributes to this functional decline by causing
reductions in muscle mass and strength, cardiovascular performance, bone mineral density and
anemia (9, 22, 23). Lack of muscle activity also causes iron misdistribution in astronauts and
bedridden subjects by promoting iron storage to the detriment of iron availability in blood
compartment (28, 37, 38). These alterations in iron metabolism could play a key role in anemia
due to low iron availability for erythropoiesis, but also in muscle atrophy and osteoporosis,
since iron accumulation is well identified to promote oxidative stress by Fenton reaction in

these organs (26, 30).

Iron metabolism is mainly controlled by hepcidin, a 25 amino-acid peptide hormone secreted
by the liver that inhibits iron export through the degradation of the iron exporter, ferroportin
(35). In addition, hepcidin reduces iron absorption by the duodenal enterocytes. Consequently,
hepcidin induces both a decrease of blood iron availability and an increase of iron store in cells
expressing ferroportin (i.e., macrophages and enterocytes). Even if previous studies observed
that astronauts and bedridden subjects exhibit higher serum ferritin levels indicative of
increased body iron storage (19, 28, 38), the organs where iron accumulates remain unclear.
Using hindlimb unloading (HU) model to simulate microgravity in rats, our research group
recently reported that short-term exposure to HU (i.e. 7 days) decreases transferrin saturation
and concomitantly increases iron concentrations in spleen, but not in liver (3). Interestingly,
these results were associated to an elevation of hepcidin synthesis in the liver (3), supporting

that this hormone could play a key role in iron misdistribution occurring with microgravity.

Hepcidin is mainly upregulated in response to: 1) liver iron accumulation which activates the
bone morphogenetic protein/SMAD (BMP/SMAD) signaling pathway; 2) inflammatory state
which activates the interleukin-6 janus kinase 2/Signal transducer and activator of transcription
3 (IL-6/JAK?2/STAT3) signaling pathway; 3) increase of transferrin bound iron which activates
the extracellular signal-regulated kinases (ERK1/2)(25, 36). After 7 days of HU, we also
observed an increase of STAT3 activation in the liver combined to an elevation of IL-6 mRNA
levels in atrophied skeletal muscle (3). All together, these data suggest that inflammation causes
hepcidin synthesis during the first days of microgravity, but also questions about the transient

or permanent nature of this physiological response to microgravity. Moreover, these data
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suggest that crosstalk between atrophied skeletal muscle and liver may occur to regulate iron
metabolism during short-term exposure to microgravity. Interestingly, intermittent muscle
reloading (IR) during hindlimb unloading is considered as an efficient strategy in rodents to
limit muscle mass loss, reduction in fiber CSA and muscle strength (1, 7, 8, 14, 29). By affecting
muscle plasticity, this experimental model constitutes an interesting tool to explore the role of

skeletal muscle on the regulation of iron metabolism during simulated microgravity.

Therefore, the aim of this study was to determine 1) whether long-term exposure to hindlimb
unloading affect iron distribution and hepcidin synthesis, and 2) if intermittent reloading
(1h/day) by targeting skeletal muscle atrophy constitutes an efficient countermeasure to limit

iron misdistribution occurring during hindlimb unloading.
MATERIAL AND METHODS

Ethical approval

The protocol and procedure used in this study were in accordance with the local committee on
Ethics in Research of Rennes (authorization 8585-2017011709503125) and approved by the
French Ministry of Higher Education.

Animals and experimental procedures

36 young male Wistar rats (7 weeks-old; Janvier Labs, Le Genest St Isle, France) were housed
in a temperature-controlled room (21 + 2°C) with a 12-h:12-h light/dark cycle and received
standard rodent chow and water ad libitum. After 1 week of acclimatization, these animals were
randomly assigned to three experimental groups: non-suspended (control, n = 12), hindlimb
unloaded (HU, n = 12) and hindlimb unloaded with 1h per day of reloading (HU-IR, n=12).
Hindlimb unloading was performed by using Morey's tail-suspension model (18). After 14
days, rats were deeply anaesthetized with a ketamine-xylazine-butorphanol cocktail. Liver,
spleen, soleus and gastrocnemius were harvested, weighed, frozen in liquid nitrogen or fixed
in 4%-paraformaldehyde (PFA). Intracardiac blood was collected into dry tubes. Hemoglobin
concentration was determined using HemoCue® 201+ system (HemoCue, AB, Meaux,
France). Blood was then centrifuged (1,500 g, 10 min) for serum sampling. Rats were

euthanized via exsanguination of the heart.

Biochemical methods
Serum iron and unsaturated iron-binding capacity (UIBC) were measured in the biochemistry

laboratory of Rennes Pontchaillou Hospital on Cobas 8000 analyzer Roche® (Cobas® reagents
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03183696 122 and 04536355 190, respectively, Roche Diagnostics, Meylan, France). Serum
transferrin saturation was calculated as [serum iron/(serum iron + UIBC)] x 100. Liver, spleen
and gastrocnemius iron concentrations were quantified by ICP-MS as previously described (4).
Serum EPO and IL-6 concentrations were measured by enzyme-linked immunosorbent assay

(ELISA) according to manufacturer’s instructions (BioLegend, London, UK).

Histological analyses

Soleus muscles were PFA fixed and paraffin embedded in blocks for 24 hours. Serial transverse
sections of 4um were obtained from each sample using a LEICA microtome and were mounted
on glass slides, three cuts in each. The muscle cuts were performed in the wider part of the
soleus muscle. Subsequently, the muscle sections were stained using the Gomori method for
the reticulin stain. All the histological sections were scanned (x20 objective) to measure fiber
cross sectional area (CSA) using the Image J software (NIH, Bethesda, MD). Fiber CSA for

each muscle was determined from at least 1000 fibers per muscle.

Protein extraction

Protein extraction was performed from soleus and liver in cold lysis buffer containing 10.0 mM
Tris-HCI, pH 7.4, 0.5M sucrose, 50.0 mM NaCl, 5.0 mM EDTA, 30.0 mM NasP>07, 1% NP-
40, 0.25% sodium deoxycholate, 50.0 mM NaF, 100.0uM sodium orthovanadate, and protease
inhibitor cocktail (Sul/ml, P8340; Sigma, St. Louis, MO). The samples were homogenized
using a Polytron homogenizer at 4°C. Each sample was then incubated on ice for 30 min
followed by 3x10 s of sonication. The homogenates were transferred to microcentrifuge tubes
and centrifuged at 12,000g for 12 min at 4°C. The protein concentration of the supernatant was
determined by a Lowry assay using bovine serum albumin as a standard. Samples were then
diluted in SDS-PAGE sample buffer (50 mM Tris-HCI, pH 6.8, 2% SDS, 10% glycerol, 5% -

mercaptoethanol, and 0.1% bromophenol blue) and heated 5 min at 95°C until analyses.

Western Blotting

Samples containing 50-100ug of proteins were resolved on 12.5% SDS-PAGE. The proteins
were transferred at 240 mA for 90 min onto a 0.2um nitrocellulose membrane. Membranes
were blocked with 5% BSA or nonfat dry milk in Tris-buffered saline/0.05% Tween-20
(TBST) for 1 hour at room temperature. Membranes were incubated overnight at 4°C with
appropriate primary antibodies (Tab. 1). Thereafter, membranes were washed with TBST and
incubated for 1 hour at room temperature with infrared dye-conjugated secondary antibodies

(LI-COR, Lincoln, NE). After being washed, blots were captured using the Odyssey Imaging
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System (LI-COR). All blots were scanned, and densitometric analysis of the bands was
conducted using GS-800 imaging densitometer and Quantity One software. Phospho-specific

signal was normalized to the total signal to estimate the ratio of activated marker.

MHC distribution

The muscle fiber phenotype was determined by assessing the presence of the different myosin
heavy chain (MHC) isoforms (slow MHC 1 and fast MHC Ila, IId/x, IIb isoforms), as
previously described (10, 21). Protein samples (6 png) were separated on high-glycerol-
containing (30%) gels with an acrylamide-to-bis-acrylamide ratio of 50:1 for the separating gel
(8% total acrylamide, pH 8.8) and for the stacking gel (4% total acrylamide, pH 6.8) using a
Mini-Protean II dual slab cell apparatus (Bio-Rad, Hercules, CA). After electrophoresis (at
140V in a refrigerated room at 4°C for 22h), gels were stained with Coomassie blue (IRDye®
Blue Protein Stain, LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, USA) and the different MHC isoforms

were identified according to their electrophoretic mobility pattern (10, 21).

RNA extraction and quantitative real-time PCR

Total RNA extraction from liver (~30 mg) and soleus (~15 mg) was done with Trizol®
(Invitrogen, Vilvoorde, Belgium), according to the manufacturer’s instructions. The RNA
quality and quantity were assessed by 1.5% agarose gel electrophoresis and Nanodrop®
spectrophotometry. Reverse transcription was performed with iScript cDNA synthesis kit (Bio-
Rad) from 1 pg total RNA. Real time PCR experiments were done on a MyIlQ2 thermocycler
(Bio-Rad) using the following conditions: 3 min at 95°C, followed by 35 cycles of 30 s at 95°C,
30 s at 60°C and 30 s at 72°C. Samples were analyzed in duplicate in 10 pl reaction volume
containing 4.8 ul IQSybrGreen SuperMix (Bio-Rad), 0.1 ul of each primer (100 nM final) and
5 ul cDNA. Primers sequences are reported in Table 2. Melting curves were systematically
analyzed to ensure the specificity of the amplification process. Target genes were normalized
using three reference genes according to geNorm analysis (31) and finally expressed relatively
to the control group. The references genes were ribosomal protein L4 (Rpl4), Glyceraldehyde-

3-Phosphate Dehydrogenase (Gapdh) and hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 (Hprt!).

Statistical analysis

All data are presented as the mean + SEM. The normality of each distribution and homogeneity
of variance were assessed with the Kolmogorov-Smirnov and Bartlett test, respectively. A one-
way analysis of variance (ANOVA) was then performed. Significant interactions effects were

analyzed with the Fischer LSD post-hoc test. The Kruskal Wallis test was chosen when the
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normality and/or equal variance test failed. For all statistical analyses, the significance level
was set at 0.05. Data were analyzed using the statistical package GraphPad Prism version 6.02

for Windows (GraphPad Software, La Jolla, California).
RESULTS

Intermittent reloading prevents HU-induced soleus atrophy. Body weight (BW) and muscle
weight-to-BW ratio are shown in Table 3. After 14 days of HU, both soleus and gastrocnemius
weight are respectively 46% and 19% lower in HU compared to control rats (p<0.001 for both
groups, Tab. 3). The reduction of soleus muscle mass is associated with a lower mean fiber
CSA in HU compared to control group (-62%, p<0.001, Fig. 1A and C). Intermittent reloading
partially prevents reduction of soleus muscle mass and fiber CSA with higher values in HU-IR
compared to HU group (+36%, p<0.001 and +58%, p<0.001 respectively, Tab. 3 and Fig. 1A

and C). Gastrocnemius mass remains unchanged between HU and HU-IR groups (Tab. 3).

Microgravity-induced atrophy is associated with an imbalance between muscle protein
synthesis and muscle protein breakdown (5). These alterations of protein turnover is generally
characterized by a decrease of the anabolic Akt/mTOR signaling pathway combined to an
increase of catabolic ubiquitin-proteasome pathway (5). Figures 1E-F show representative
Western blot and relative content of phosphorylated/whole expression levels of key markers of
these signaling pathways. We observe a decrease of Akt activation and an increase of 4E-PB1
activation in soleus of HU compared to control group (-28%, p=0.054 and +29%, p<0.001,
respectively, Fig. 1E-F). These results are associated to an increase of protein ubiquitination
after 14 days of HU (+21%, p=0.012, Fig. 1E-F). Intermittent reloading prevents Akt activation
and protein ubiquitination with not significant differences between control and HU-IR animals
(Fig 1E-F). However, 4E-PB1 activation remains significantly higher in HU-IR compared to
control animals (+15%, p<0.001, Fig. 1E-F).

Intermittent reloading prevents slow-to-fast MHC phenotype transition in soleus muscle.
Figure 1B presents relative contents and representative SDS-PAGE of the fast and slow MHC
isoforms for all experimental groups. Type I slow myosin heavy chain (MHC I), the
predominant form in soleus of control groups (90%), is significantly lower expressed in HU
group (76%, p=0.002, Fig. 1B and D). This reduction occurs in favor of a significant increase
of MHC IIx (from 1 to 7%, p<0.001, Fig. 1B and D) and MHC IIb (from 1 to 6%, p<0.001,
Fig. 1B and D). MHC Ila does not significantly differ between control and HU groups (p=0.32,
Fig. 1B and D). HU-IR group exhibits similar decrease of MHC I expression compared to
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control group (90 vs. 78%, p=0.004, Fig. 1B and D), but this reduction occurs in favor of a
significant increase of MHC Ila (from 7 to 17%, p=0.003, Fig. 1B and D). Interestingly,
intermittent reloading efficiently prevents the increase of MHC IIx and MHC IIb observed in
HU group (from 7 to 2%, p<0.001 and from 6 to 2%, p<0.001 respectively, Fig. 1B and D).

Effects of 14 days of hindlimb unloading and intermittent reloading on iron distribution. We
aimed to check the disruption of iron metabolism induced by HU, and whether intermittent
reloading can affect it. These results are presented in Table 4. After 14 days, both serum iron
concentrations (-21%, p=0.019, Tab. 4) and transferrin saturation (-18%, p=0.041, Tab. 4) are
significantly reduced in HU compared to control group. This reduction of available iron is not
associated with changes in hemoglobin, hematocrit and serum EPO levels (Tab. 4). To localize
where iron misdistribution could occur during HU, we measured iron concentration in liver
and spleen, the main organs responsible for iron storage. Here, we report no difference between
control and HU groups both in liver and spleen. Since muscle atrophy could affect iron
metabolism, we also measured iron concentrations in skeletal muscle and do not observe any
change in gastrocnemius iron concentrations after 14 days of HU. Despite benefits on soleus
muscle atrophy, iron availability is also reduced in HU+IR as displayed by the declining trend
of transferrin saturation compared to control group (-15%, p= 0.08, Tab. 4). However, serum
iron concentration does not differ between control and HU-IR groups. Similarly, HU-IR does
not affect iron concentrations in liver, spleen and skeletal muscle. Finally, hemoglobin,

hematocrit and serum EPO levels remain unchanged in HU-IR groups (Tab. 4).
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Effects of 14 days of hindlimb unloading and intermittent reloading on hepcidin regulation. To
investigate the mechanism by which HU affects available iron, we measured in liver the
expression of hepcidin, the master regulator of iron metabolism. We observe that HU increases
Hepcidin mRNA level (+77%, p=0.036, Fig. 2A), supporting thereby a role of this hormone in
the alteration of iron homeostasis occurring in HU animals. In accordance with the lack of
preventive effects of HU-IR on reduction of available iron, Hepcidin mRNA level also
increases in HU-IR group compared to control group (+95%, p=0.008, Fig. 2A). Hepcidin
expression is known to be upregulated by different signaling pathways including
BMP6/SMAD, ERK1/2 and IL-6 /STAT3 (52). Therefore, we investigated whether these three
signaling pathways were activated in the liver of HU animals. However, we do not notice any
change in activation of STAT3, SMADI1-5-8 and ERK (Fig. 2B-C). Furthermore, hepatic
mRNA expression of Crp and Haptoglobin remain unchanged in HU and HU-IR groups.

DISCUSSION

The present study was designed to evaluate the long-term effect of microgravity on iron
metabolism, and determine the role of skeletal muscle on iron metabolism regulation in this
specific condition. Using HU model on rats, we previously demonstrated that 7 days of
exposure caused hepcidin upregulation and concomitant iron misdistribution (3). In the present
study, we demonstrated that iron availability remains reduced after 14 days of HU probably
due to a persistent hepcidin upregulation. Interestingly, we observed that intermittent reloading
efficiently prevents HU-induced soleus atrophy and slow-to fast twitch MHC transition.
However, this countermeasure fails to prevent reduction of iron availability and hepcidin

upregulation.

As observed during space missions, microgravity reduces serum iron concentrations and
increases iron storage in humans (28). HU model is widely used since decades to mimic the
effects of microgravity on the organism during spaceflight. This model presents the advantage
of exploring the organ-specific responses to microgravity, a key characteristic of spaceflight
environment, and excludes the concomitant effects of astronaut’s exposure to radiation or
hyperoxia. In a previous study, we found that 7 days of HU reduced circulating iron and
transferrin saturation in rats (3). Here, after 14 days of HU, we also observed a reduction of
serum iron concentration and transferrin saturation suggesting that reduction of available iron
is still effective when exposure to microgravity is prolonged. Such reduction of iron available

for erythropoiesis could play an important role in spaceflight anemia (27). Similarly to short-
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term exposure to microgravity in humans (13, 16), we observed that 7 days of HU reduced
serum EPO concentrations in rats (data unpublished). However, we observed in the present
study that serum EPO concentrations do not differ between control and HU groups after 14
days suggesting that reduction of erythropoiesis play probably a role in anemia only during the

first days of exposure to microgravity.

To understand whether iron metabolism is dysregulated under microgravity, we explored
hepcidin synthesis and related mechanisms of regulation in the liver of HU rats. Here, hepcidin
transcription was increased in unloaded rats after 14 days in the same magnitude that previously
observed after 7 days of HU (3). High levels of hepcidin induce both a decrease of serum iron
and an increase of iron store in cells expressing ferroportin, especially macrophages (12). After
7 days of HU, we previously observed that iron storage occurred in spleen, particularly rich in
macrophages (3). If in this previous study, liver was preserved of iron accumulation during the
first days of HU, Xu et al. reported that 21 days of HU increases iron concentration in this
organ (33). After 14 days of HU, we report in the present study that iron did not accumulate
anymore in spleen, and that liver does not yet exhibit increased iron concentrations. These
results suggest that splenic iron storage occurring during the first days of hindlimb unloading
is transient, maybe to protect other organs from iron overload. However, this mechanism would
not be effective when exposure to mechanical unloading is prolonged. The fact that iron
availability remains reduced in blood compartment despite the return to normal iron store in
spleen also suggest that iron could start to accumulate in other organs when the organism
remain exposed to microgravity. For these reasons, we also measured iron concentrations in
atrophied skeletal muscle (i.e. gastrocnemius), and observed that the latter remains unchanged
after 14 days of HU. To go further, it will be interesting in future studies to explore the effects
of prolonged microgravity on iron storage in other organs functionally impacted in this

condition (e.g. brain, kidney, heart).

The BMP/SMAD signaling pathway is the main positive regulator of hepcidin (36). More
specifically, both increase in transferrin saturation and liver iron content promote BMP/SMAD
activation (6). In addition to the BMP/SMAD pathway, evidences from in vitro studies and
TrF2/Hfe null mice support that the ERK1/2 signaling pathway is a positive regulator of
hepcidin (24, 25). Finally, inflammation through the inflammatory cytokine IL-6 is well known
to activate the transcription factor STAT3 which in turn promotes hepcidin production (32).
Interestingly, we previously showed in rats that 7 days of HU increases STAT3 activation in

the liver (3). In the present study, we observe that this activation is no longer present after 14
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days of HU, whereas both BMP/SMAD and ERK1/2 signaling pathways remain unchanged.
Recently, Xu et al (33). observed in mice an increase of BMP6 mRNA levels combined to
hepcidin upregulation after 21 days of HU, suggesting that BMP/SMAD signaling pathway
plays probably a key role in hepcidin synthesis when exposure to mechanical unloading is
prolonged and iron overload starts to occur in the liver. Altogether, those data support that
hepcidin upregulation is not a transient adaptation associated to mechanical unloading, but that
the underlying mechanisms differ depending on the time to exposure. Thus, low-grade
inflammatory state play probably a key role during the first days of microgravity, but if
exposure is prolonged other mechanisms would take over including among other liver iron

overload.

We previously observed that 7 days of HU increase IL-6 mRNA levels in atrophied skeletal
muscle, and thus concomitantly to STAT3 activation in the liver (3). This phenomenon led us
to suggest a crosstalk between skeletal muscle and liver in regulation of iron metabolism under
microgravity. As mechanical unloading increases both circulating and muscle IL-6 levels in
humans and rodents (2, 3, 11, 15, 20, 34), we hypothesized that intermittent reloading would
prevent hepcidin upregulation and related iron misdistribution by limiting muscle atrophy and
associated inflammatory state. Here, we do not report any preventive effect on iron metabolism
in the present study, although intermittent reconditioning is effective to limit HU-induced
soleus muscle atrophy and slow-to fast contractile phenotype transition. Such results refute the
hypothesis of a dialogue between atrophied skeletal muscle and hepatic hepcidin synthesis
under mechanical unloading. However, if intermittent reconditioning is effective to act on
soleus muscle atrophy, this countermeasure fails to prevent gastrocnemius muscle mass loss in
the present study. This muscle represents alone a mass approximately 20 times bigger than
soleus in rats. Thus, we cannot exclude that the proposed countermeasure exerts a too limited
preventive effect on all the atrophied skeletal muscles to act on the regulation of the iron
metabolism. Moreover, after 14 days of HU, the IL-6/STAT3 signaling pathway is no longer
activated in the liver, and this independently of intermittent reloading. We cannot also exclude
the hypothesis that intermittent reconditioning could exert a preventive effect on hepcidin
synthesis during the first days of mechanical unloading, characterized by an intense catabolic
and inflammatory state in skeletal muscle; this effect would then attenuate after 14 days

following the progressive reduction of the systemic and muscle inflammatory state.

To conclude, the present study demonstrates in rats that reduction of iron availability durably

persists during simulated microgravity, but that iron misdistribution differ after short and long-
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term exposure. We confirm in this study that hepcidin play a key role on this process even if
the related mechanisms of regulation still remain unclear. Despite effective prevention of
soleus wasting by intermittent reloading, we do not report benefits on microgravity-induced
iron misdistribution suggesting that skeletal muscle finally would not be necessary a key player

in this phenomenon.
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462 TABLES
463

464  Table 1: List of primary antibodies used for Western Blotting

Antibody Molecular Weight (kDa) Reference Dilution

p-4E-BP]Thr37/46 15to 20 Cell Signaling, 2855 1:1000

4E-BP1 15t020 Cell Signaling, 9644 1:1000

p-AKTSe73 60 Cell Signaling, 9271 1:1000

AKT 60 Cell Signaling, 9272 1:1000

p-ERKThr202/Tyr204 40 Cell Signaling, 9101 1:1000

HSC70 70 Cell Signaling, 9271 1:5000

p-SMAD1/5/85cr463/465 60 Abcam, ab92698 1:1000

SMADS 60 Cell Signaling, 12534 1:1000

p- STAT3T705 90 Cell Signaling, 9131 1:1000

STATS3 86 Cell Signaling, 4904 1:1000

Ubiquitin Cell Signaling, 3933 1:1000
465
466

467  Table 2. Gene expression in liver- Sequences of primers (5°-3)

Primers Reference Forward Reverse
C-Reactive Protein ~ NM_017096.3 AGGCTTTTGGTCATGAAGACATG CTTCGGCTCACATCAGCGT
Gapdh NM_017008.4 GGTCGGTGTGAACGGATTTG  CGTGGGTAGAGTCATACTGGAACA
Haptoglobin NM_012582.2 AACACTTGGTTCGTTATCGCTG CCACACACTGCCTCACACTTG
Hepcidin NM_053469.1 CTGCAGCCTTGGCATGG CAGCAGCGCA CTGTCATCA -3
Hprtl XM_008773659.2 CTGATTATGGACAGGACTGAAAGAC CCAGCAGGTCAGCAAAGAACT
Rpl4 NM_022510.1 CGAGCACCACGCAAGAAGAT ATTCCTAGCCTGGCGGAGAA
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469  Table 3. Effect of hindlimb unloading (HU) and intermittent reloading on body and organ

470  weights. Values are means = SEM. Significant differences (P<0.05) are referenced as follows:

471 comparison versus control group, ®: comparison between HU and HU-IR groups
Control HU HU-IR
Body weight (g) 4139+31.2  336.3+£254* 351.1+24.9*
Soleus weight-to-BW ratio (g/100 g) 44.0+£2.2 242 +£3.1* 33.0 £ 4.8
Gastrocnemius weight-to-BW ratio (g/100 g) 5443 +36.3 4449 +43.1* 467.5+65.3*
Liver weight-to-BW ratio (g/100 g) 33+04 32+04 3.1+£0.5
Spleen weight-to-BW ratio (g/100 g) 0.25+0.03 0.28 £0.03 0.28 +£0.04
472
473
474  Table 4. Effect of hindlimb unloading and intermittent reloading on iron distribution and
475  hematological parameters. Values are the mean + SEM. Significant difference was checked
476  using a one-way ANOVA followed by the LSD Fisher post-hoc test and referenced as follows:
477  * : comparison versus control group (p<0.05) ; ¢ : comparison between control and HU-IR
478  groups (p=0.08) (n=9 for each group).
479
Control HU HU-IR
Iron metabolism
Serum iron concentrations (umol/L) 35.7£2.2 28.2+1.4° 33.9+2.7
Transferrin Saturation (%) 45.2+2.5 38.1+1.8? 39.3+£2.7¢
Liver iron content (ug/g) 348.7£28.4 344.7+40.4 327.8428.5
Spleen iron content (ug/g) 1578+152 1808+134 1523+157
Gastrocnemius iron content (p1g/g) 53.8+2.9 56.6+1.4 59.245.1
Hematology
Hematocrit (%) 47.5+0.9 48.5+0.6 48.0+0.5
Hemoglobin (g/dL) 17.4+0.5 17.5£0.2 17.4£0.2
EPO (mU/mL) 2.940.3 3.2+04 3.0+£0.2
480
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FIGURES LEGENDS

Figure 1: Effect of hindlimb unloading and intermittent reloading on soleus mass and
contractile phenotype. Values are the mean + SEM. (A) Representative cross sectional area
in soleus, (B) Representative electrophoresis of soleus myosin heavy chain isoforms, (C)
Soleus cross sectional area (um?), (D) Distribution of myosin heavy chains isoforms in soleus
muscle, (E) Akt activation, 4E-BP1 activation and ubiquitin profile in soleus muscle, (F)
representative blot of p-Akt>™"3, Akt, p-4E-BP1™3746 4E-BP1 and ubiquitinated proteins.
Significant difference was checked using a one-way ANOVA followed by the LSD Fisher post-
hoc test and referenced as follows: a : comparison versus control group (p<0.05) ; b :
comparison between HU and HU-IR groups (p<0.05) (n=9 for each group) ; *: robust trend

toward significance between control and HU groups (p=0.054).

Figure 2: Effect of hindlimb unloading and intermittent reloading on liver hepcidin
regulation. Values are the mean + SEM. (A) Hepatic hepcidin, haptoglobin and C-reactive
protein mRNA levels, (B) Hepatic STAT3, SMADI1/5/8, ERKI-2 activations, (C)
Representative blots of phosphorylated and total proteins involved in hepcidin regulation.
Significant difference was checked using a one-way ANOVA followed by the LSD Fisher post-
hoc test and referenced as follows: a : comparison versus control group (p<0.05) ; b :

comparison between HU and HU-IR groups (p<0.05) (n=9 for each group).
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Etudes-Contributions personnelles

IIl. Etude N°3: Les bactéries intestinales sont essentielles a la
fonction musculaire : un lien potentiel avec I'homéostasie
glucidique.

Introduction

Prés de 10 bactéries vivent dans notre intestin en symbiose. Ce biosystéme est
aujourd'hui considéré comme un organe central de I'organisme en raison de son impact pour
la santé (Clemente et al., 2012; Janssen and Kersten, 2017). En effet, une modification en
terme de richesse, diversité ou composition de ce microbiote (altérations regroupées sous un
terme plus générique : la dysbiose) peut étre a l'origine, directement ou indirectement, de
nombreuses maladies chroniques, comme |'obésité, le diabéte de type 1 et 2, les allergies et
méme |'autisme (Sekirov et al., 2010). Cette responsabilité dans le développement de ces
maladies peut s'expliquer par le lien qu'il existerait entre le microbiote et les autres organes
tels que le cerveau, le foie ou les poumons (Boursier et al., 2016; Dinan and Cryan, 2017;

Schuijt et al., 2016).

Récemment, I'hypothese d'un dialogue entre le microbiote intestinal et le muscle a
émergé dans la littérature scientifique (Bindels and Delzenne, 2013). Par exemple, dans un
modele d'inflammation chronique chez des souris, la restauration de la souche commensale
Escherichia coli prévient efficacement I'atrophie musculaire (Palaferri Schieber et al., 2015).
De plus, la restauration d'un microbiote sain chez des souris cancéreuses, réduit la
prolifération tumorale et la cachexie musculaire (Bindels et al., 2012; Varian et al., 2016).
Aussi, la transplantation fécale de cochons obéeses ou minces sur des souris axéniques induit
une réplication du métabolisme lipidique ainsi que de la typologie musculaire (Yan et al., 2016)
suggérant que le microbiote influence le métabolisme et le phénotype musculaire. Enfin, la
supplémentation en probiotiques augmente la masse musculaire, I'endurance et la capacité
de récupération en réponse a l'exercice chez le rongeur (Chen et al., 2016; Jager et al., 2016).
Plus récemment, des expériences in-vitro ont montré que les AGCC, substrats métaboliques
des bactéries, favorisaient le captage de glucose dans des myoblastes humains de maniére

dose-dépendante (Houghton et al., 2018).

Considérer le microbiote comme un élément régulateur de la fonction musculaire est
un concept innovant avec des perspectives scientifiques et socio-économiques évidentes. La
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perte de masse et de fonction musculaire est en effet un facteur de risque de morbidité et de
mortalité dans un grand nombre de pathologies (Evans, 2010; Levy and Welch, 2015).
L'identification du role joué par le microbiote intestinal sur les dysfonctions musculaires ouvre
de nouvelles voies thérapeutiques innovantes. Dans les domaines de la recherche spatiale et
médicale ou il devient nécessaire de réduire les conséquences de I'hypoactivité sur le tissu
musculaire, la problématique du réle du microbiote se pose également. Cependant, les
mécanismes in-vivo mettant en lumiére le lien entre microbiote intestinal et muscle
squelettique dans des conditions non-pathologiques demeurent peu explorés. Dans ce
contexte, étudier l'impact d'une modulation du microbiote intestinal sur le muscle,
indépendamment de toute pathologie, représente une premiere étape permettant de
démontrer I'existence fonctionnelle d’un axe microbiote-muscle, et de suggérer certaines
voies mécanistiques. Pour cela, le modeéle axénique est depuis longtemps utilisé pour étudier
I'effet du microbiote intestinal sur les différents organes (Lundberg et al., 2016). Cependant,
ces animaux tres spécifiques, nés et vivant sans microbiote, peuvent avoir développé a terme,
des mécanismes compensatoires (Frohlich et al.,, 2016). D'un autre c6té, le traitement
antibiotique est aujourd'hui reconnu comme une procédure qui induit une déplétion
microbienne au niveau intestinal permettant d'en étudier les effets sur I'organisme (Reikvam
et al., 2011). De plus, le modele antibiotique lorsqu'il est stoppé, permet une recolonisation

conséquente, rapide et efficace du microbiote intestinal.

L’objectif de cette 3°™ étude est de déterminer dans le modéle murin I'impact d’une
modulation du microbiote intestinal sur le muscle squelettique au niveau structurel,
métabolique et fonctionnel. Nous faisons I'hypothése qu'une déplétion du microbiote
intestinal induit des altérations de sa masse, de sa typologie et de sa fonction et que la

restauration de ce microbiote normalise les effets.

Matériel et Méthodes :

29 Souris C57BI/6 (agées de 14 semaines) sont aléatoirement réparties en 3 groupes :
un groupe Contréle (CTL, n=10), un groupe traité avec le traitement antibiotique a large
spectre pendant 21 jours (ATB, n=10) et un groupe traité avec le méme traitement
antibiotique pendant 10 jours suivi de 11 jours de recolonisation naturelle (NAT, n=9). Le
protocole lié au traitement antibiotique et a la recolonisation naturelle sont détaillées dans

I’Annexe (Fiche méthodologique n°2, page 185). Les feces des animaux sont récupérés a J0, J7
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et J21. Des tests de course sont effectués afin d’étudier I'impact du protocole sur la
performance physique (Fiche méthodologique n°3; page 186) : test VMA (JO, J7 et J17) et test
de temps limite (JO, J9 et J19). Apreés les 21 jours de protocole, la glycémie a jeun et le poids
des souris sont mesurés avant sacrifice. Le gastrocnémien, le quadriceps, le foie, le tissu
adipeux, le caecum et I'iléon sont prélevés, pesés et congelés a -80°C dans I'attente d'analyses.
Le muscle EDL est prélevé pour des tests de contractilité ex-vivo de force et d'endurance (Fiche

méthodologique n°4; page 187)

Résultats :

Aprées 10 jours de traitement antibiotique, la communauté des bactéries intestinales
des groupes ATB et NAT est complétement déplétée (p<0,001). Elle est cependant restaurée
en grande partie dans le groupe NAT apres les 10 jours suivants de recolonisation naturelle
(aucune différence significative par rapport au groupe CTL a J21). Le temps d’endurance des
groupes ATB et NAT aprés 10 jours d’antibiotiques est significativement réduit par rapport a
ceux mesurés a JO (-27% dans le groupe ATB, p=0,015 et -12% dans le groupe NAT, p=0,012).
A J19, seul le groupe NAT ayant subi la recolonisation naturelle, retrouve une endurance
comparable a la valeur de JO, le groupe ATB présentant un temps d'endurance toujours
inférieur par rapport a JO (-19%, p=0,037). La VMA n’a pas été modifiée par le protocole. Si
I’on exclut les composantes cardio-pulmonaires et nerveuses inhérentes aux tests de course
sur tapis et que nous regardons les résultats obtenus ex-vivo sur le muscle EDL a J21, des
résultats comparables sont démontrés. La force maximale spécifique ex-vivo n'est pas altérée
par le traitement antibiotique, en revanche, l'indice de fatigue est significativement inférieur
dans le groupe ATB comparé au groupe CTL (-26%, p=0,036) et au groupe NAT (-37%, p=0,001).
Cette diminution de I'endurance musculaire n'est pas accompagnée de variation inter-groupe
en terme d'atrophie musculaire (i.e. masse musculaire, marqueurs de la balance
protéosynthése/protéolyse, CSA des fibres) ou en lien avec le métabolisme mitochondrial
(AMPK, PGC-1a, COX IV, ADN mitochondrial, Nrfl1). En revanche, des indices communs de
perturbation du métabolisme glucidique apparaissent, avec réduction en condition ATB et
restauration en condition NAT, de I'expression au niveau de l'iléon du récepteur entéro
endocrine Gpr41, du co-transporteur sodium-glucose Sg/t1 et du stock en glycogéne intra-

musculaire.
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Conclusion :

Ces résultats démontrent que la modulation du microbiote intestinal impacte les
qualités d’endurance musculaire. La déplétion bactérienne induite par le traitement
antibiotique réduit le temps d’endurance in-vivo et ex-vivo, la recolonisation naturelle corrige
cet effet négatif. Les bactéries intestinales sont donc nécessaires a une fonction musculaire
optimisée. Ces résultats apportent de nouvelles données dans la compréhension des
mécanismes sous-jacents. En condition non-pathologique, un réle majeur de la balance
protéosynthése/protéolyse, d’une modification de la typologie musculaire et/ou du
métabolisme mitochondrial est ici exclu dans le lien microbiote-muscle. Un impact sur
I'noméostasie du glucose qui réduirait la biodisponibilité des substrats énergétiques du

muscle, notamment le glycogéne est privilégié.

Aprés avoir démontré cet axe microbiote-muscle, la 2™ étape en lien avec cette thése
consiste a étudier I'impact de I'hypoactivité sur la composition du microbiote intestinal,
notamment dans un contexte de microgravité simulée chez I’homme afin de répondre a des
objectifs de mise au point de contre-mesures innovantes dans le domaine de la recherche
spatiale. Avec le soutien financier du CNES, cette 2°™¢ étape a été initiée en collaboration avec
la clinique spatiale du MEDES de Toulouse mais seulement lors du 2¢™¢ semestre de la derniére
année de doctorat, en raison d’un décalage dans le calendrier de I'expérimentation de 6 mois,
indépendant de notre volonté. Le protocole de cette derniére étude et les résultats
préliminaires obtenus chez I'animal seront évoqués dans ce manuscrit, dans la partie

discussion générale et perspectives.
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00521.2018.—Gut microbiota is involved in the development of
several chronic diseases, including diabetes, obesity, and cancer,
through its interactions with the host organs. It has been suggested that
the cross talk between gut microbiota and skeletal muscle plays a role
in different pathological conditions, such as intestinal chronic inflam-
mation and cachexia. However, it remains unclear whether gut mi-
crobiota directly influences skeletal muscle function. In this work, we
studied the impact of gut microbiota modulation on mice skeletal
muscle function and investigated the underlying mechanisms. We
determined the consequences of gut microbiota depletion after treat-
ment with a mixture of a broad spectrum of antibiotics for 21 days and
after 10 days of natural reseeding. We found that, in gut microbiota-
depleted mice, running endurance was decreased, as well as the
extensor digitorum longus muscle fatigue index in an ex vivo con-
tractile test. Importantly, the muscle endurance capacity was effi-
ciently normalized by natural reseeding. These endurance changes
were not related to variation in muscle mass, fiber typology, or
mitochondrial function. However, several pertinent glucose metabo-
lism markers, such as ileum gene expression of short fatty acid chain
and glucose transporters G protein-coupled receptor 41 and sodium-
glucose cotransporter 1 and muscle glycogen level, paralleled the
muscle endurance changes observed after treatment with antibiotics
for 21 days and reseeding. Because glycogen is a key energetic
substrate for prolonged exercise, modulating its muscle availability
via gut microbiota represents one potent mechanism that can contrib-
ute to the gut microbiota-skeletal muscle axis. Taken together, our
results strongly support the hypothesis that gut bacteria are required
for host optimal skeletal muscle function.
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INTRODUCTION

About 10'* bacteria live in our gut in symbiosis. This
community is now considered as a central organ because of its
tremendous impact on human health (17, 37). Indeed, gut
microbiota dysbiosis is involved, directly or indirectly, in
numerous chronic diseases, such as obesity, type 1 and type 2
diabetes, allergy, and autism (63). The impact of gut microbi-
ota in chronic diseases can be explained by its interactions with
the host organs, including brain (21), liver (9), and lung (62).

Recently, the hypothesis of a cross talk between gut micro-
biota and skeletal muscle has emerged in the literature (5). For
example, in mouse models of intestinal chronic inflammation,
the restoration of commensal Escherichia coli levels efficiently
prevents skeletal muscle atrophy (52). Moreover, the recovery
of a “healthy” microbiota by synbiotic treatment prolongs
survival and reduces cancer proliferation and cachexia devel-
opment in mouse models of cancer (4, 69). Gut microbiota may
also influence the muscle metabolism and fiber phenotype and,
consequently, the exercise performance. For instance, after
microbiota transplantation from obese or lean pigs, germ-free
(GF) mice replicate the fiber characteristics and lipid metabolic
profile of the donor’s skeletal muscle (70). Interestingly, pro-
biotic supplementation in mice also improves muscle mass,
promotes the slow and oxidative muscle phenotype associated
with increased muscle endurance, and reduces exercise-
induced muscle damage (14, 35). More recently, in vitro
experiments showed that microbiota-derived phenolic me-
tabolites found in blood promote muscle glucose uptake in
differentiated human skeletal muscle myoblasts in a dose-
dependent manner (33).

Considering microbiota as a regulatory element of skeletal
muscle function is an innovative idea with significant scientific
and socioeconomic consequences. Indeed, loss of muscle func-
tion and mass is a risk factor of morbidity and mortality in
neuromuscular diseases, and also in many chronic diseases
(e.g., cancer cachexia, obesity, diabetes) (24, 40). The identi-
fication of the role played by gut microbiota in the skeletal
muscle dysfunction related to such chronic diseases could
clearly improve the management of these patients. However,
the in vivo mechanisms underlying the functional link between
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GUT MICROBIOTA MODULATION AFFECTS SKELETAL MUSCLE ENDURANCE

gut microbiota and skeletal muscle in healthy conditions re-
main poorly explored. In this context, assessing the effect of
microbiota modulation on skeletal muscle function would
constitute a significant step forward.

Germ-free mice have been previously used to investigate the
functional link between microbiota and different organs (42).
However, these mice have developed compensatory mecha-
nisms to the life-long absence of microbiota (25). On the other
hand, antibiotic treatment is a recognized procedure to induce
short-term gut microbiota depletion for studying its impact on
the host organs (56). Finally, another advantage of antibiotic
treatment is that it allows the subsequent recovery of healthy
gut microbiota through natural reseeding.

The aim of this study was to determine in healthy mice
whether gut microbiota affects skeletal muscle. To this pur-
pose, we modulated gut microbiota in healthy mice by antibi-
otic treatment and natural reseeding. We found that antibiotic-
mediated gut microbiota depletion induced a decrease of skel-
etal muscle endurance. Interestingly, this deleterious effect was
entirely normalized by natural reseeding. We also investigated
putative mechanisms and discovered that glucose homeostasis
is modified by gut microbiota, since we observed that short
fatty acid chain and glucose transporter [G protein-coupled
receptor (Gpr) 41, sodium/glucose cotransporter 1 (Sgltl)]
expression in ileum and glycogen content in muscle were
decreased after gut microbiota depletion and normalized after
natural reseeding. In summary, our study strongly suggests that
the presence of bacteria in the gut influences the skeletal
muscle metabolism and function of the host.

MATERIALS AND METHODS

Animal experiments were approved by the Animal Experimenta-
tion Ethics Committee (Autorisation de Projet utilisant des Animaux
a des Fins Scientifiques no. 2551-2015110311365663) in accordance
with the recommendations of the Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals (National Institutes of Health Publication no.
85-23, revised 1996) and according to the European directives (86/
609/European Economic Community).

C57BL/6 Mice

C57BL/6 male mice (14 wk old; Charles River) were randomly
divided in the following three experimental groups: control group
(CTL, n = 10), group treated with antibiotics for 21 days (ATB, n =
10), and group treated with antibiotics for 10 days followed by natural
reseeding for another 11 days (NAT, n = 9). Mice were maintained on
a 12:12-h dark-light cycle in a temperature-controlled room in indi-
vidual cages with filter lids and had ad libitum access to food and
water. The diet (3,395 kcal/kg) was standardized and identical for all
groups (ref. A03, safe diets). It included 69.2% of cereals, 20.2% of
vegetal protein, 6.0% of animal protein, and 4.6% of mineral and
vitamin cocktail. The following is a general description of the macro-
nutrient composition: 61.3% protein carbohydrates, 25.2% protein,
and 13.5% lipids. This diet is currently used in our animal care facility
after the birth of mice. Except for running tests, mice were housed in
individual standard cages (not wheel cages) and thus were not sub-
jected to daily exercise.

The ATB group received an oral cocktail of broad-spectrum anti-
biotics (1 mg/ml ampicillin, 5 mg/ml streptomycin, 1 mg/ml colistin,
and 45 pg/ml vancomycin in drinking water).

To investigate whether the role of microbiota, not antibiotics per se,
has impacts on potential muscle function, we included NAT by
allowing ATB to restore microbiota through providing soiled litter
from CTL after cessation of antibiotics treatment. More precisely, the

E159

NAT group received the same antibiotic mixture during the first 10
days of the experiment. Next, antibiotic mixture was removed. During
the following a 10-day reseeding period, the NAT group received two
times soiled litter from CTL group cages. For all groups, bottles were
filled with filtered animal care drinking water. All antibiotic bottles
were changed every 2 days. Feces were individually collected at days
(D) 0, D7, and D21. After 21 days and overnight fasting, mice were
weighed and euthanized.

Euthanasia and Sampling

Mice were euthanized by intraperitoneal injection of ketamine (100
mg/kg) and xylazine (20 mg/kg). The soleus, quadriceps, extensor
digitorum longus (EDL), gastrocnemius muscles, white adipose tis-
sue, brown adipose tissue, and cecum were isolated and weighed.
Muscles, intestinal sections (duodenum, jejunum, ileum, and colon),
and cecum content were collected and immediately frozen in liquid
nitrogen.

In Vivo Running Performance

Running performance was assessed in the three groups (CTL, ATB,
and NAT) at the beginning (DO0), after 1 wk of antibiotic treatment
(D7-D8), and before the end of the experiment (D17-D18). Maximal
aerobic velocity (MAV) was determined with a running test in which
the speed was gradually increased by 2 m/min from 10 m/min until
exhaustion. Exhaustion was defined as the inability to maintain the
normal running position and/or after five consecutive seconds in
contact with the shock grid (<0.2 mA) at the rear of the treadmill.
Endurance capacity was estimated by calculating the endurance limit
time (7iim) during a submaximal running test, in which the speed
started at 12 m/min for the first 2 min and was individually set to 70%
of MAV until exhaustion. All tests were repeated at the same time of
the day.

Ex Vivo Muscle Contractile Function

Muscle contractile properties were assessed in ex vivo conditions
as previously described (54, 60). This technique allows evaluating the
intrinsic muscle contractile properties. After 15 min equilibration in
the bath, EDL samples were connected to a force transducer/length
servomotor system (model 305B; Cambridge Instruments, Aurora
Scientific, Ontario, Canada) and were stimulated along their entire
length with platinum wire electrodes. The optimum muscle length
(i.e., the muscle length producing maximal twitch tension) was deter-
mined. All subsequent measurements were made at optimum muscle
length. The isometric tetanic tension was determined (701B Stimula-
tor; Aurora Scientific) using stimulation trains of 500 ms, with pulse
duration of 0.5 ms at different frequencies, from 1 to 150 Hz. Stimulus
trains were separated by a 1-min interval. The maximum isometric
tetanic tension (Py) was determined from the plateau of the frequency-
tension curve. After the tension-frequency determination (3 min), the
resistance to fatigue was evaluated using a low-frequency fatigue
protocol of 50-Hz trains of 700 ms delivered every 2 s for 5 min (43).
The muscle fatigue index was defined as the time taken to produce a
50% reduction from the initial maximum power output. After all
measurements, EDL samples were removed from the bath, trimmed of
the connective tissue, blotted dry, and weighed.

Composition of Fecal Microbiota

DNA extraction from feces. Total cellular DNA was extracted from
0.1 g of animal fecal material using the G’NOME kit (BIO 101, La
Jolla, CA) with modifications (26). Fecal samples were homogenized
in the supplied cell suspension solution. Cell lysis/denaturing solution
was then added, and samples were incubated at 55°C for 2 h. To
improve cell lysis, 0.1-mm-diameter silica beads (750 wl) were added,
and samples were mixed at maximum speed in a Beadbeater (Biospec,
Bartlesville, OK) for 10 min. Polyvinylpolypyrrolidone (15 mg) was
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added to ensure removal of polyphenol contamination that could
inhibit the quantitative PCR (qPCR) assays. Samples were vortexed
and centrifuged at 20,000 g for 3 min, and supernatants were recov-
ered. The remaining pellets were washed with 400 wl of 50 mM Tris
(pH 8), 20 mM EDTA (pH 8), 100 mM NaCl, and 1% polyvinylpo-
lypyrrolidone and centrifuged at 20,000 g for 3 min. The washing step
was repeated once more, and the resulting supernatants were pooled.
Nucleic acids were precipitated by addition of 1 vol of isopropanol,
incubation at —20°C for 20 min, and centrifugation at 20,000 g for 10
min. Pellets were resuspended in 400 wl of distilled water plus 100 .l
of salt-out mixture and incubated at 4°C for 10 min. Samples were
spun at maximum speed for 10 min, and DNA-containing superna-
tants were transferred to clean 1.5-ml microcentrifuge tubes. DNA
was precipitated with two volumes of 100% ethanol at room temper-
ature for 5 min followed by centrifugation at 16,000 g for 5 min. DNA
was resuspended in 150 pl of Tris-EDTA buffer and stored at —20°C.

Evaluation of total bacteria by real-time qPCR analysis of bacte-
rial 16S rRNA genes. The total bacteria present in the fecal samples of
each mouse was evaluated by real-time qPCR targeting “all bacteria”
16S rRNA genes using the universal primers F-bact1369 CGGT-
GAATACGTTCCCGG and R-prok1492 TACGGCTACCTTGT-
TACGACTT (26). Analyses were performed using the StepOne Plus
detection system (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) with 10
nl of Mastermix (PowerUpSybrGreen Master Mix; ThermoFisher
Scientific, Courtaboeuf, France), 500 nM of both forward and reverse
primers, and 5 pl of diluted cDNA template and water to a final
volume of 15 ul. All gPCR assays were performed in duplicate using
the following cycling conditions: 50°C for 2 min and then 95°C for 2
min followed by 40 cycles of 95°C for 3 s and 60°C for 30 s, with a
final melting step to improve the amplification specificity. For the
quantification, the E. coli DNA standard curve was generated by
plotting the threshold cycles (C,) versus bacterial quantity. When
qPCR assays were performed using fecal DNA samples, this standard
curve was used to quantify the bacterial population. The lower limit of
detection for bacterial enumeration with good precision is 10° bacteria
per gram of stool.

Evaluation of microbiota composition. The V3-V4 region of the
16S rRNA genes was amplified using the bacterial primers 343F
(5'-CTT TCC CTA CAC GAC GCT CTIT CCG ATC TAC GGR
AGG CAG CAG-3") and 784R (5'-GGA GTT CAG ACG TGT GCT
CTT CCG ATC TTA CCA GGG TAT CTA ATC CT-3") modified to
add adaptors during the second PCR amplification. PCR assays were
performed using the MolTaq 16S DNA polymerase and the corre-
sponding master mix (Molzym, Bremen, Germany). The PCR mix
contained 10 ng of DNA, 1 pl of dNTPs (10 mM), 1.25 pl each of
forward and reverse primer (20 pM), and 0.5 pl of Taq polymerase
in a total volume of 50 pl. The cycling program was as follows:
94°C for 3 min, followed by 40 cycles at 94°C for 15 s, 60°C for
30 s, 72°C for 60 s, and a final extension at 72°C for 5 min.
Sequencing was performed using the MiSeq technology (Illumina)
at the Genopole Toulouse Midi-Pyrenees (GeT) genomics facility
(https://get.genotoul.f1/).

Metagenomics analysis. Sequencing data were demultiplexed at the
GeT platform. The Galaxy-supported pipeline, called FROGS (Find,
Rapidly, Otus with Galaxy Solution), is designed to analyze large sets
of amplicon sequences and produce abundance tables of Operational
Taxonomic Units (OTUs) and their taxonomic affiliation (23). Briefly,
this pipeline includes a preprocessing step where reads are merged
with FLASH (45), dereplicated, and filtered according to their length,
mismatches in primers with cutadapt (47), and N content. This step is
followed by Swarm clustering (46) with an agglomeration distance of
d = 3. Chimera detection is then performed using Vsearch (59) before
applying an OTU abundance filter (OTUs <0.005% of the total
abundance are discarded; see Ref. 8). The most abundant sequences of
each OTU were then affiliated with blastn against the Silva v132
database (55). Abundance tables and taxonomy files were manually
imported into RStudio (v1.1.419) package Phyloseq 1.23.1 (48).

GUT MICROBIOTA MODULATION AFFECTS SKELETAL MUSCLE ENDURANCE

Estimates of bacterial OTU diversity were estimated using the Shan-
non and Simpson indexes, in addition to observed richness and Chao
indexes. B-Diversity analyses were performed on weighted and un-
weighted Jaccard and Bray-Curtis distances matrix of DNA samples
and were then visualized using principal coordinate analysis and the
ggplot2 R package.

Bacteriodetes and Firmicutes prevalence in ATB group. We ex-
plored the phyla levels in the ATB group despite a very low bacteria
DNA concentration in these samples. We quantified two main phyla
by real-time qPCR analysis using PCR primers specific for the
ribosomal gene of two main bacterial phyla (Bacteroidetes and Fir-
micutes) gathered from the literature: Firm934F, GGAGYATGTG-
GTTTAATTCGAAGCA, Firm1060R, AGCTGACGACAACCATG-
CAC for Firmicutes (29) and mouse intestinal bacteroides forward,
GGCGACCGGCGCACGGG, mouse intestinal bacteroides reverse,
GRCCTTCCTCTCAGAACCC for Bacteroidetes (49).

Muscle Fiber Phenotype

The muscle fiber phenotype was determined by assessing the
presence of the different myosin heavy chain (MHC) isoforms (slow
MHC I and fast MHC Ila, I1d/x, IIb isoforms), as previously described
(20, 66). To obtain cytosolic protein extracts, gastrocnemius samples
were lysed in cold lysis buffer [10 mM Tris-HCl, pH 7.4, 0.5 M
sucrose, 50 mM NaCl, 5 mM EDTA, 30 mM Na4P,0O,, 1% Nonidet
P-40, 0.25% sodium deoxycholate, 50 mM NaF, 100 pM sodium
orthovanadate, and proteases inhibitor cocktail (5 wl/ml, P8340;
Sigma)]. Protein concentration was determined using the Lowry
assay. Protein samples (6 ng) were separated on high-glycerol-
containing (30%) gels with an acrylamide-to-bis-acrylamide ratio of
50:1 for the separating gel (8% total acrylamide, pH 8.8) and for the
stacking gel (4% total acrylamide, pH 6.8) using a Mini-Protean II
dual-slab cell apparatus (Bio-Rad, Hercules, CA). After electropho-
resis (at 140 V in a refrigerated room at 4°C for 22 h), gels were
stained with Coomassie blue (IRDye Blue Protein Stain; LI-COR
Biosciences, Lincoln, NE), and the different MHC isoforms were
identified according to their electrophoretic mobility pattern (20, 66).

Cross-Sectional Muscle Fiber by Immunohistochemistry

Serial transverse sections (10 wm thick) from liquid nitrogen-
cooled isopentane frozen quadriceps muscle samples were obtained
using a cryostat at —25°C and mounted on glass microscope slides.
Sections were then washed in phosphate-buffered saline (PBS),
blocked, and permeabilized with 0.1% Triton X-100 and 10% horse
serum. For fiber cross-sectional area (CSA) determination, sections
were stained with an anti-laminin antibody (1:200 in PBS, 1L9393;
Sigma) at 37°C for 1 h, followed by washes in PBS and incubation
with the secondary antibody Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit IgG
(1:1,000 in PBS, A11034; Invitrogen) for 1 h. Whole histological
sections were imaged with a digital slide scanner Hamamatsu Nano-
Zoomer 2.0-HT and analyzed with the ImageJ software package. On
average, 1,800 fibers/animal were quantified according to the method
of Demangel et al. (19).

Transcript and Protein Expression Profiles in Ileum and Skeletal
Muscle

To explore potential mechanisms linking gut microbiota composi-
tion and skeletal muscle, we measured markers involved in protein
turnover, mitochondrial metabolism (36), inflammation, and related to
lipid and glucose metabolism in both ileum and/or muscle, as de-
scribed below (Tables 1 and 2).

Immunoblotting. Frozen gastrocnemius muscle samples were ho-
mogenized using an Ultra-Turrax homogenizer in an ice-cold extrac-
tion buffer (20 mM Tris, pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.1%
SDS, and 1% Triton X-100) with 0.5% protease inhibitors, 1%
Nonidet P-40, 0.25% sodium deoxycholate, 0.2% NaF, and 100 uM

AJP-Endocrinol Metab  doi:10.1152/ajpendo.00521.2018 - www.ajpendo.org
Downloaded from www.physiology.org/journal/ajpendo (081.053.141.174) on July 8 2019.


https://get.genotoul.fr/

GUT MICROBIOTA MODULATION AFFECTS SKELETAL MUSCLE ENDURANCE

Table 1. List of primary antibodies used for Western Blotting

El61

Marker Protein Molecular Weight, kDa Reference Source Dilution

Protein turnover 4EBP1 17 Cell Signaling, 9644 Rabbit 1:1,000

p-4EBP]Thr37/46 17 Cell Signaling, 2855 Rabbit 1:1,000

RPS6 32 Cell Signaling, 3944 Rabbit 1:1,000

p-RPS6Ser235/236 32 Cell Signaling, 4856 Rabbit 1:1,000

PRAS40 40 Cell Signaling, 2691S Rabbit 1:1,000

p-PRAS4(QT240 40 Cell Signaling, 13175S Rabbit 1:1,000

LC3b 14 Cell Signaling, 3868 Rabbit 1:1,000

Energetic Sensor AMPKa 62 Cell Signaling, 5832 Rabbit 1:1,000

p-AMPKq™RI72 62 Cell Signaling, 2535 Rabbit 1:1,000

Mitochondrial metabolism PGCl-a 105 Calbiochem, 516557 Rabbit 1:1,000
COX IV 17 Santa Cruz, sc-69360 Mouse 1:200

AMPKa, AMP-activated protein kinase-a; PGC-1a, peroxisome proliferator-activated receptor coactivator-la; COX 1V, cyclooxygenase IV; 4EBPI,
eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 1; RPS6, ribosomal protein SOPRAS40, proline-rich Akt substrate of 40 kDa; LC3b, microtubule-

associated protein light chain 3b.

sodium orthovanadate added just before extraction. Samples contain-
ing 50 pg of proteins were resolved on 10-15% SDS-PAGE and
transferred to a nitrocellulose membrane. Total proteins were visual-
ized by Ponceau red staining to verify equal loading. Blots were
blocked with 5% bovine serum albumin (BSA) in TBS-0.2% Tween
20 (TBST) for 1 h, followed by overnight incubation with antibodies
against proteins involved in muscle metabolism and proteolysis/
synthesis balance (Table 1). After three 5-min washes at room
temperature with TBST, membranes were incubated with a secondary
antibody conjugated with horseradish peroxidase at room temperature
for 1 h. Blots were washed (three times for 5 min each) with TBST at
room temperature, and antibody-bound proteins were revealed using
the ECL reagent (Bio-Rad Life Science). Films were scanned and
analyzed using the Image Laboratory software. All blots were cor-
rected for loading based on the Ponceau red staining.

RNA isolation and RT-gPCR. Total RNA was isolated from gas-
trocnemius and ileum samples using TRIzol Reagent (200 ml, 15596—
018; Invitrogen). RNA concentration was determined by spectropho-
tometry (Eppendorf, Hamburg, Germany), and purity was checked
by calculating the ratio of optial dencity at 260 to 280 nm (>1.7).
RNA quality was verified by 1% agarose gel electrophoresis.
Reverse transcription was performed with 1 g of total RNA and
the TAKARA kit (TAKRRO37A, PrimeScript RT reagent Kit,
Perfect Real Time) according to the manufacturer’s instructions.
gPCR analysis was performed using the StepOnePlus Real-Time PCR
System (Applied Biosystems) with 10 pl of Powerup SYBR Green
Master Mix (A25742; ThermoFisher Scientific), 10 nM of both
forward and reverse primers (Table 2), and 5 pl of diluted cDNA
(final volume of 15 ). All PCR assays were performed in duplicate
using the following cycling conditions: 50°C for 2 min and then 95°C

Table 2. Gene expression in skeletal muscle and ileum: sequences of primers (5'-3")

Markers Gene Reference Forward Reverse
Gene expression in skeletal muscle
Protein turnover Igf-1 XM_006513261.2 AGCAGCCTTCCAACTCAATTAT GAAGACGACATGATGTGTATCTTTATC
FoxO3a XM_006512806.1 GGAAATGGGCAAAGCAGA AAACGGATCACTGTCCACTTG
Murfl (Trim63) NM_001039048.2 TCCTGCAGAGTGACCAAGG GGCGTAGAGGGTGTCAAAC
Inflammation Trif (Ticaml) NM_174989.4 CAGCTCAAGACCCCTACAGC CTCCCACACAGCCTCGTC
Nf-kB NM_008689.2 TGAGGACGGGGTATGCAC TCACATGAAGTATTCCCAGGTTT
Lipid transport CD36 NM_001159557.1 CAGATCCGAACACAGCGTAG GCGACATGATTAATGGCACA
Mitochondrial metabolism Cptl NM_009948.2 CATCCCAGGCAAAGAGACA AAGCGACCTTTGTGGTAGACA
Nrf-1 NM_001164226 GGTGGGGGACAGATAGTAGTCT ATGCTCACAGGGATCTGGAC
Mitochondrial content ATP5b NC_000076 GTTTGCTGAAGCCACACTCA CATGATTCTGCCCAAGGTCT
ND2 NC_005089.1 AAGGGATCCCACTGCACATA AGTCCTCCTCATGCCCCTAT
ND5 NC_005089.1 ATAACCGCATCGGAGACATC GAGGCCAAATTGTGCTGATT
Gene expression in ileum
Glucose and lipid metabolism Fiaf (Angptl4) NM_020581.2 GGGACCTTAACTGTGCCAAG GAATGGCTACAGGTACCAAACC
Inflammation Myd88 NM_010851.2 GCCTTGTTAGACCGTGAGGAT CTAAGTATTTCTGGCAGTCCTCCT
Tir4 NM_021297.3 GGACTCTGATCATGGCACTG CTGATCCATGCATTGGTAGGT
Branched amino acids receptor Lat-1 NM_011404.3 ATGTGGCTCCGATTCAAGA GGAGGGCCAGATTCACCT
Short-chain fatty acid receptor Gpr40 (Ffarl) NM_194057.2 AGGCGCTCTCCTCACACTC CTAGCCACATTGGAGGCATTA
Mean-chain fatty acid receptor Gprdl1 (Ffar3) NM_001168509.1 TGCTCTGAAGAAGCCAATCA TTCTCCTCTGGTCCAGTGCT
Long-chain fatty acid receptor Gpri20 (Ffard) NM_181748.2 TTGGTGTTGAGCGTCGTG CCAGCAGTGAGACGACAAAG
Glucose transporter Sglt] NC_000071.6 CTGGCAGGCCGAAGTATG TTCCAATGTTACTGGCAAAGAG
Reference gene Arp (Rplp0) NM_007475.5 ACTGGTCTAGGACCCGAGAAG TCCCACCTTGTCTCCAGTCT
a-Tubulin NM_011653.2 CTGGAACCCACGGTCATC GTGGCCACGAGCATAGTTATT

Igf, 1,

insulin-like growth factor-I; Foxo3a, forkhead box O3; Murfl, muscle RING-finger protein-1; Trif, TIR-domain-containing adapter-inducing

interferon-f3; CD36, cluster of differentiation 36; Cptl, carnitine palmitoyltransferase 1; Nrfl, nuclear respiratory factor 1; ATP5b, ATP synthase F1 subunit 3;
ND2, mitochondrially encoded NADH dehydrogenase 2; NDS5, mitochondrially encoded NADH dehydrogenase 5; Fiaf, fasting-induced adipose factor; Myd88,

myeloid differentiation primary response 88; Tlr4, Toll-like receptor 4; Lat-1,

large neutral amino acid transporter 1; Gpr40, G protein-coupled receptor 40;

Gpr4l, G protein-coupled receptor 41; Gpr120, G protein-coupled receptor 120; sodium/glucose cotransporter 1; Sgltl, sodium-glucose cotransporter 1; Arp,

acidic ribosomal phosphoprotein.
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for 2 min followed by 40 cycles of 95°C for 3 s and 60°C for 30 s. The
relative mRNA levels were normalized to a-tubulin (a-tub) and acidic
ribosomal phosphoprotein Py, as housekeeping genes unaffected by
the experimental conditions. Results were expressed using the C,
method to generate AAC, values with template dilutions ranging
from 10! to 10° copies. The PCR overall efficiency (E) was
calculated from the slopes of the standard curves according to the
equation E = [10C1/51°P®] _ 1 and this value was higher than 95% for
all assays. The relative abundance of each sample was then norma-
lized according to the equation: relative quantity = 2~2Ar, All of the
experiments were performed according to the minimum information for
publication of quantitative real-time PCR experiment (MIQE) guidelines
(11, 61).

Mitochondrial DNA isolation and measurement by RT-qPCR.
Total DNA was extracted from the gastrocnemius muscle using a
QIAamp DNA kit (Qiagen). Genomic (ATP synthase-B) and mito-
chondrial DNA (means of NADH dehydrogenase subunit 5 and
NADH dehydrogenase subunit 2) were quantified by quantitative
real-time polymerase chain reaction (10). Each sample was run in
duplicate. Results were expressed using the C; with genomic DNA as
the control. The relative changes in the expression level of mitochon-
drial DNA were calculated by the AAC, formula.

Muscle Glycogen Content

The acid-hydrolysis method used for glycogen quantification was
adapted from the protocols described by Adamo and Graham (1) and
Jansson (38). Frozen gastrocnemius muscle powder (20-30 mg) was
placed in ice-cooled 6% perchloric acid and 1 M hydrochloric acid.
Samples were then boiled at 100°C for 2 h, cooled on ice for 10 min,
and centrifuged (1,300 revolutions/min for 5 min). Supernatant (12
wl) was removed from each sample, diluted in 200 pl of GOD-PAP
solution (Biolabo, Maizy, France), and incubated in the dark at 37°C
for 20 min to determine the glucose concentration. Absorbance was
measured at 500 nm using a microplate reader. Glycosyl units pro-
duced by glycogen hydrolysis were expressed as micromole per
milligram of wet muscle weight.

Muscle Triglyceride Content

Muscle triglycerides were determined by using the DiaSys kit
(Diagnostic System, Grabels, France) following a preliminary organic
phase extraction according to Bligh & Dyer’s method. Briefly, 50 pg
of gastrocnemius samples were crushed with 500 wl of 150 mM
sodium chloride. Next, 150 wl of muscle homogenates were extracted
with 600 pl of a methanol-chloroform mixture (1:1, vol/vol). The
organic layers were collected after centrifugation (10,000 g for 10
min) and dried under nitrogen. Dry samples were reconstituted in 37.5
wl of isopropanol-acetonitrile-water mixture (2:1:1, vol/vol/vol), and
10 pl were analyzed according to the manufacturer’s recommenda-
tions (7).

Statistical Analysis

All data are presented as means = SE. The normality of each
distribution and homogeneity of variance were assessed with the
Kolmogorov-Smirnov and Fischer test, respectively. Significance be-
tween CTL, ATB, and NAT data was checked using a one-way
analysis of variance. Significant interaction effects were analyzed with
the Fischer least-significant difference post hoc test. For some param-
eters, the unpaired r-test was used to compare directly CTL versus
NAT or CTL versus ATB. The Mann-Whitney rank-sum test was
chosen when the normality and/or equal-variance tests failed. For
running tests, significance between parameters at DO, D7, and D17
was checked using the paired #-test, after checking normality. For all
statistical analyses, the significance level was set at 0.05. Data were
analyzed using the statistical package GraphPad Prism version 6.02
for Windows (GraphPad Software, La Jolla, CA).

GUT MICROBIOTA MODULATION AFFECTS SKELETAL MUSCLE ENDURANCE

Table 3. Effects of antibiotic treatment and natural
reseeding on body mass, glycemia, cecum liver and adipose
tissue weights, as well food intake and hydration

CTL ATB NAT
Body wt, g 255 0.8 254 £ 0.4 25.0 £0.7
Glycemia, mg/dl 101.0 = 3.8 101.7 £ 5.1 934 £44
Cecum wt, mg 3247 350 1,804.0 £ 154.0%** 3949 + 25277
Liver wt, mg/g 443 £ 14 38.3 £ 0.7%* 423 £ 1.27F
Adipose tissue wt,
mg/g
White adipose
tissue 278 £4.4 19.8 £3.2 264 +2.1
Brown adipose
tissue 3.0x0.2 27 1.7 34x02
Food intake, g/wk 299 1.2 284+ 1.1 29.0 = 0.7
Hydration, ml/wk 346+ 1.9 36.1 = 1.6 36.0 = 1.1

Values are group means at day 21 for weights and weekly for food intake
and hydration = SE; n = 9-10 for each group. CTL, control; ATB, group
treated with antibiotics for 21 days; NAT, treated with antibiotics for 10
days followed by natural reseeding for another 11 days; Rplp0, ribosomal
phosphoprotein Po. Significance was checked using ANOVA followed by
least-significant difference Fisher post hoc test. **P = 0.01 and ***P <
0.001 versus the CTL group. 1P < 0.01 and 1+{P < 0.001 versus the ATB

group.

RESULTS
Treatment Tolerance

During the entire study period, neither diarrhea nor visible
adverse side effects were recorded. Consequently, no mouse
was excluded from the data analysis. Food intake and hydra-
tion were checked daily, and no significant change was ob-
served during the entire study period (Table 3).

Antibiotic Treatment and Natural Reseeding Efficiently
Modulate Gut Microbiota

To confirm gut microbiota depletion induced by the antibi-
otic treatment, we quantified by Q-PCR all bacteria in feces, as
well as cecum weight (cecum hypertrophy is a marker of gut
microbiota depletion; see Ref. 56). At DO, microbiota DNA
content did not differ in the three mouse groups (CTL, ATB,
and NAT) (Fig. 1A4). After 7 days of antibiotic treatment (D7),
bacterial DNA content was strongly reduced in the ATB and
NAT groups (Fig. 1B). This effect was still present in the ATB
group after 21 days of treatment (D21) (Fig. 1C). Despite a
very low bacteria DNA concentration in gut samples in the
ATB group at D21, we managed to estimate the phyla preva-
lence by qPCR analysis and found the following: 83% of
Firmicutes and 17% of Bacteriodetes; the other phyla were not
detectable (data not shown).

Conversely, natural reseeding restored the bacterial DNA
level in the NAT group (Fig. 1C). At D21, a-diversity (Fig.
1D) and B-diversity analyses (Fig. 1, E and F) showed no
statistical differences in microbiota between CTL and NAT
groups. Neither phyla abundance (Fig. 1, G and H) nor
levels of the main family from Bacteroides and Firmicutes
showed statistical differences between CTL and NAT
groups (Fig. 1, I and J). Moreover, cecum weight at D21
was significantly higher in ATB mice than in the CTL group
(+456%, P < 0.001; Table 3). Cecum weight in the NAT
group was significantly lower than in the ATB group
(—=76%, P = 0.003) and did not significantly differ from that
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Fig. 1. Effect of gut microbiota depletion and natural reseeding on bacterial DNA content, - and (-diversity indexes, and phyla and families abundance.
Real-time quantitative PCR (qPCR) quantification of all bacteria in feces at day (D) 0 (A) and D7 (B) and in the cecum at D21 (C) (n = 5). Bacterial a-diversity
(D) and B-diversity (E and F) in cecum at D21 (n = 5). Sample denotation: red, control (CTL); blue, treatment with antibiotics for 10 days followed by natural
reseeding for another 11 days (NAT). Bacterial phyla (G and H) and families ( and J) abundance in cecum at D21 (n = 5). For bacterial DNA content, a 1-way
ANOVA followed by the least-significant difference (LSD) Fisher post hoc test was used. To evaluate the reseeding process, bacterial and families abundance,
as well as a-diversity, was compared in CTL and NAT groups using unpaired nonparametric r-test. For B-diversity, significance between CTL and the group
treated with antibiotics for 21 days (ATB) was checked using PERMANOVA, as implemented in the “Adonis” function from the R vegan package, with 9,999
permutations. ***P =< 0.001 vs. CTL, ATB, and NAT.
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Fig. 2. Effects of gut microbiota depletion and natural reseeding on skeletal muscle structure. Wet weight (A) and weight relative to body weight (B) at
day (D) 21 in the control (CTL) group, the group treated with antibiotics for 21 days (ATB), and/or mice treated with antibiotics for 10 days followed
by natural reseeding for another 11 days (NAT) in the gastrocnemius, quadriceps, soleus, and extensor digitorum longus (EDL). C: weight relative to body
weight after subtraction of cecum weight at D21. D: quadriceps fiber cross-sectional area (CSA) distribution at D21. E: representative images of
quadriceps muscle sections at D21. F: RT-quantitative PCR (qPCR) analysis of Igf-1, Murf-1, Trif, Foxo-3a, and Nf-kB expression in gastro-
cnemius muscle at D21. G: activation of PRAS40, 4EBP1, RPS6, and LC3B in gastrocnemius muscle at D21. H: representative blotting images used for
the quantification shown in G. On the blot for RPS6 (G), a line was added to show an arrangement because of an empty well between the samples on
the Western blot gel. Values are means = SE. Significance between CTL, ATB, and NAT was checked using a 1-way ANOVA followed by the
least-significant difference (LSD) Fisher post hoc. The mean muscle fiber CSA was compared in CTL and NAT groups using unpaired #-test (D). *P =
0.05, **P = 0.01, and ***P = 0.001 (n = 8-10 for each group).

of the CTL group (Table 3). All together, these results
support that the NAT group can be used to assess the effects
of gut microbiota per se on skeletal muscle function together
with the ATB group.

Effects of Gut Microbiota Depletion on the Structure of
Skeletal Muscle Mass

At the end of the study, the muscle wet weight (Fig. 24)
and mass index calculated as wet weight normalized to the
whole body weight (Fig. 2B) were significantly lower for
gastrocnemius and quadriceps, but not for EDL and soleus,
in the ATB group compared with the CTL and NAT groups
(on average, between 7 and 10% of reduction). Normaliza-
tion to the whole body weight could be misleading because
of the cecum hypertrophy in the ATB group (Table 3).
Indeed, when the muscle mass index was normalized to

body weight without the cecum weight, the weight of
gastrocnemius, quadriceps, EDL, and soleus was compara-
ble between CTL and ATB mice (Fig. 2C). Moreover,
histological analysis on quadriceps muscle samples showed
that the fiber CSA was comparable between CTL and ATB
groups (Fig. 2, D and E). Similarly, gene/protein activation
of several key factors involved in protein synthesis, prote-
olysis, inflammation, and autophagy (Igfl, Murfl, Trif,
Foxo-3a, and NfkB, PRAS40, 4EBP1, RPS6, and LC3B)
was comparable in the gastrocnemius muscle of CTL and
ATB mice (Fig. 2, F-H).

Gut Microbiota Depletion Induces Muscle Fatigability That
Is Reversed by Natural Reseeding

To determine the impact of gut microbiota depletion/
natural reseeding on skeletal muscle function, mice under-
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Fig. 3. Effects of gut microbiota depletion and natural reseeding on skeletal muscle function. Maximal aerobic velocity (MAV) in the control group (CTL, A),
the group treated with antibiotics for 21 days (ATB, B), and the group treated with antibiotics for 10 days followed by natural reseeding for another 11 days (NAT,
C) at day (D) 0, D7, and D17. Limit time to exhaustion during a submaximal running test in the CTL (D), ATB (E), and NAT (F) groups at DO, D9, and D19.
G: ex vivo extensor digitum longus (EDL) maximal strength relative to its weight at D21. H: ex vivo EDL muscle fatigue index at D21. Values are means = SE.
Significance was checked using the paired 7-test (A—F) and a 1-way ANOVA followed by the least-significant difference (LSD) Fischer post hoc test (G and H).
*P = 0.05 vs. DO (E and F) and ATB vs. CTL (H). **P = 0.01, ATB vs. NAT (H) (n = 9-10 for each group).

went running tests at different time points. Moreover, at the
end of the study, we tested ex vivo the contractile properties
of EDL muscle samples to identify the specific role of
skeletal muscle on the running performance (Fig. 3). MAV,
which is dependent on the maximal oxygen consumption,
was comparable in the three groups (CTL, ATB, and NAT)
and at all time points (DO, D7, and D17) (Fig. 3, A-O).
Conversely, performance indicators related to endurance
were significantly affected by gut microbiota changes (Fig.
3, D-F). Specifically, Tjim during the running endurance test
was significantly lower at D9 compared with the DO values
in ATB and NAT mice (—27% in the ATB group, P =
0.015, and —12% in the NAT group, P = 0.012; Fig. 3E).
At D19, Tim was still lower than at DO in the ATB group
(—19.3%, P = 0.037), whereas it was back to the DO values
in the NAT group (Fig. 3F). Ex vivo contractile tests performed
at the end of the protocol showed that EDL maximal strength was
not affected by the experimental conditions (Fig. 3G), whereas
EDL muscle fatigue index was significantly reduced in the ATB
group compared with both CTL and NAT groups (—26%, P

0.036, and —37%, P = 0.001, respectively; Fig. 3H). EDL muscle

fatigue index in the CTL and NAT groups did not differ signifi-
cantly.

Potential Mechanisms Linking Gut Microbiota and Skeletal
Muscle Function: Focus on Glucose Homeostasis

Several cellular adaptations, including muscle fiber pheno-
type, mitochondrial biogenesis, and/or substrate availability,
affect skeletal muscle endurance (22). Here, we observed that
the expression of the different MHC isoforms in gastrocnemius
muscle was comparable in CTL and ATB (Fig. 4, A and B).
Similarly, the protein level of key markers of mitochondrial
metabolism [AMP-activated protein kinase (AMPK), peroxi-
some proliferator-activated receptor coactivator-1ea, and cyclo-
oxygenase IV; Fig. 4, C and D] or the mRNA expression of
Glut4, cluster of differentiation 36 (Cd36), carnitine palmitoyl-
transferase 1 (Cptl), as well nuclear respiratory factor-1 and
the mitochondrial DNA content (Fig. 4, £ and F) did not
change after ATB treatment. These results suggest that disrup-
tion of gut microbiota composition does not impact the myo-
fiber phenotype or the mitochondrial metabolism.
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Fig. 4. Effects of gut microbiota depletion and natural reseeding on skeletal muscle metabolism. A: gastrocnemius myosin heavy chain (MHC) distribution at
day (D) 21. B: representative images of protein electrophoresis shown in A. C: cluster of differentiation 36 (Cd36) and carnitine palmitoyltransferase 1 (Cptl)
mRNA expression in gastrocnemius samples at D21. D: mitochondrial DNA content and nuclear respiratory factor 1 (Nrf-I) mRNA expression in gastrocnemius
samples at D21. E: AMP-activated protein kinase (AMPK) phosphorylation, peroxisome proliferator-activated receptor coactivator (PGC)-1a, and cyclooxy-
genase (COX) IV protein content in gastrocnemius muscles at D21. F: representative blotting images used for the quantification shown in E. Values are
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Gut microbiota depletion leads to major changes in intestinal
epithelial cells (71), and the gut microbiome has a profound
influence on inflammatory states (65). Here, we reported in
ileum that ATB treatment and subsequent natural reseeding
did not affect gene expression of myeloid differentiation
primary response 88 and Toll-like receptor 4 (Tir4), two
canonical proteins involved in inflammatory signaling path-
ways (Fig. 5A).

As shown by others, the lack of some bacteria-derived
metabolites could interfere with the metabolism of energetic
substrate, such as lipid and glucose metabolism (12, 33), and
this could play important roles in the gut-skeletal muscle
axis. In this context, fasting-induced adipocyte factor (Fiaf),
also known as angiopoietin like protein 4, is a key protein

reducing fatty acids synthesis, adipogenesis, and lipogenesis
(13). Fiaf expression is known to be negatively regulated by
intestinal bacteria (2). In our study, Fiaf gene expression in
ileum was indeed significantly higher in the ATB group
compared with CTL and NAT groups (+164%, P = 0.001,
and +135%, P = 0.002, respectively; Fig. SA). However,
this Fiaf increase was not associated with changes in muscle
triglyceride levels in all experimental conditions (Fig. 5C).
Finally, gut microbiota modulation did not affect Latl
expression, suggesting no major effects on branched amino
acid transport (Fig. 5A).

Antibiotic treatment and reseeding did not exert any effect
on free fatty acid receptor 1 and 4 (Gpr40 and Gpri20,
respectively), both receptors being activated by medium- to
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Fig. 5. Effects of gut microbiota depletion and natural reseeding on energetic substrate metabolism. A: RT-quantitative PCR (qPCR) expression of Fiaf, myeloid
differentiation primary response 88 (Myd88), Toll-like receptor 4 (Tir4), and Latl in the ileum at day (D) 21 (n = 8). B: RT-qPCR expression of G
protein-coupled receptor (Gpr) 41, Gpr40, Gpri20, and sodium/glucose cotransporter 1 (Sglt7) in the ileum at D21 (n = 8). C: gastrocnemius triglyceride content
at D21 (n = 9-10). D: gastrocnemius glycogen content at D21 (n = 9-10). Values are means = SE. Significance between the 3 groups was checked using a
1-way ANOVA followed by the least-significant difference (LSD) Fisher post hoc test. *P = 0.05, group treated with antibiotics for 21 days (ATB) vs. CTL
and group treated with antibiotics for 10 days followed by natural reseeding for another 11 days (NAT). **P = 0.01, ATB vs. CTL and NAT; ***P < 0.001,

ATB vs. CTL and NAT.

long-chain fatty acids. However, short-chain fatty acids
(SCFAs) are the most abundant microbial metabolites de-
rived from intestine, and SCFAs activated enteroendocrine
cells via the free fatty acid receptor 3 (Gpr41I). Interestingly,
we reported in ileum samples that Gpr41 gene expression was
significantly decreased in the ATB group compared with the
CTL group (—48%, P = 0,007; Fig. 5B). After natural reseed-
ing, the NAT group exhibited higher Gpr4I mRNA levels
compared with the ATB group (+111%, P < 0.001; Fig. 5B).
Because the activity of these enteroendocrine receptors is
linked to glucose metabolism (30, 44, 68), we measured
additional markers both in ileum and skeletal muscle. It is
noteworthy that the gene expression of Sgit/ followed the same
pattern in ileum as Gpr41, i.e., significant lower levels in the
ATB condition (—34%; P = 0.001 versus the CTL group; Fig.
5B), with such effect being reversed by natural reseeding
(+44%, P = 0.033 versus the ATB group; Fig. 5B). However,
these gene expression changes were not associated with mod-
ification in blood glucose levels (Table 3). Finally, because
glucose stored in glycogen is the one main substrate involved
in muscle energy supply during endurance exercise (22), we
monitored muscle glycogen content. In agreement with results
obtained in ileum on Gpr41 and Sgit/, muscle glycogen con-
tent was significantly lower in ATB than in CTL mice (Fig.
5D), and this was normalized after natural reseeding (Fig. 5D).

DISCUSSION

The present study is the first one designed to explore the
consequences of gut microbiota depletion and reseeding on
skeletal muscle structure and metabolism. Using an exper-
imental model of gut microbiota modulation, we demon-

strated negative impacts on skeletal muscle endurance, re-
versed by bacterial reseeding. Our ex vivo functional anal-
yses clearly support a role of gut microbiota on muscle
intrinsic contractile properties. Gut microbiota appears to
play a role in glucose homeostasis, since we observed that
short fatty acid chain and glucose transporters (Gprél,
Sgltl) in ileum and muscle glycogen content paralleled the
muscle endurance changes observed after ATB treatment
and reseeding. Altogether, our results highlight that gut
microbiota depletion impact on muscle endurance can be
mediated through the modulation of muscle glycogen avail-
ability.

Gut Microbiota and Muscle Mass

Research from Bindels et al. suggested a link between gut
microbiota profile and skeletal muscle mass in pathological
conditions (4, 6). Recently, Varian et al. (69) showed that
probiotic supplementation partially prevents skeletal muscle
atrophy related to cancer cachexia and sarcopenia. Here, in
healthy mice, we found lower wet weight and mass index of
some muscles in ATB mice. However, the cecum hypertrophy,
a widely known phenomenon associated with depleted bacteria
condition (41), could mask a body weight reduction in these
mice, as indicated by the absence of difference on muscle mass
when normalization was done after subtraction of the cecum
weight. This suggests that gut microbiota modulation does not
directly cause skeletal muscle atrophy in our experimental
conditions. This is emphasized by the absence of changes in
muscle strength or changes in protein expression of factors
involved in muscle protein turnover, in quadriceps fiber CSA,
and in the ex vivo maximal strength. In view of these data, we
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suggest that gut microbiota only slightly influences skeletal
muscle mass in healthy conditions.

Gut Microbiota and Muscle Endurance

It has been recently proposed that gut microbiota could
affect physical performance (15). For instance, the diversity of
gut microorganisms is higher in professional athletes (16). In
addition, endurance performance is more enhanced in conven-
tionalized and specific pathogen-free (SPF) mice than in GF
mice (34). Several skeletal muscle-independent factors can
alter the endurance performance, including cardiovascular de-
ficiency, insufficient muscle capillarity, central fatigue, or pain
(27, 31, 50, 53). To determine the specific impact of gut
microbiota modulation on skeletal muscle, we performed, in
addition to in vivo running tests, ex vivo muscle contractility
tests. We observed in both experimental conditions a negative
effect of gut microbiota depletion on muscle endurance, fully
reversed by natural reseeding. Altogether, the ex vivo results
confirm that gut microbiota specifically and directly affect
muscle endurance.

Skeletal muscle endurance can be affected by several muscle
alterations, including changes in muscle contractile phenotype,
mitochondrial biogenesis, and/or reduction in substrate avail-
ability (22). Interestingly, after transplantation of gut microbi-
ota from obese or lean pigs to GF mice, these mice replicated
the skeletal muscle fiber characteristics and lipid metabolic
profiles of the donor (70). Here, the absence of significant
modifications in the proportion of the different MHC isoforms
in the ATB group excludes major effects of microbiota changes
on the muscle contractile phenotype. Béickhed et al. (3) ob-
served that, in GF mice, AMPK activity is increased in liver
and skeletal muscle and suggested that this adaptation is a key
mechanism by which GF mice are better protected from obe-
sity. In our study, however, we did not find any modification in
skeletal muscles in the activity of AMPK, the expression of
peroxisome proliferator-activated receptor coactivator-1a, and
mitochondrial DNA content in skeletal muscle of ATB mice.
This suggests that mitochondrial biogenesis remained un-
changed in ATB mice and therefore that endurance alteration is
probably not the result of reduction of the maximal muscle
oxygen consumption capacity. Such muscle metabolic discrep-
ancies between ATB mice and GF mice could be because of
differences in the duration of skeletal muscle exposure to a
systemic environment with depleted gut microbiota.

Gut Microbiota Modulation Targets Muscle Glycogen
Availability

Muscle endurance also depends on metabolic parameters,
including substrate availability in skeletal muscle, such as
glycogen and triglycerides, two key energetic substrates that
regulate muscle capacity during prolonged strenuous exercise
(28, 32). Interestingly, GF mice exhibit higher gut Fiaf expres-
sion compared with conventionalized mice, leading among
others to a reduction of triglyceride storage in peripheral
tissues, including liver (2). Fiaf is a glycoprotein recognized to
also promote fatty acid oxidation through AMPK activation in
skeletal muscle and to attenuate muscle lipid uptake by inhib-
iting lipoprotein lipase activity (13, 57). Here, we confirmed
the data of Béckhed and colleagues by showing that gut Fiaf
gene expression is modulated by the lack/presence of gut

GUT MICROBIOTA MODULATION AFFECTS SKELETAL MUSCLE ENDURANCE

bacteria. However, these results were not associated in skeletal
muscle with changes in I) free fatty acid transporter gene
expression (Cd36, Cptl), 2) AMPK activation, and 3) muscle
triglyceride content. Altogether, these findings suggest that
muscle lipid metabolism is unlikely to play a major role in
alterations of muscle endurance observed after gut microbiota
modulation.

Our data on glucose homeostasis both in ileum and skeletal
muscle open some interesting hypotheses. Indeed, in ileum,
Gpr41 and Sgltl gene expression patterns followed the skeletal
muscle endurance capacity (i.e., decrease in bacteria-depleted
conditions reversible upon natural reseeding). Dependent to
metabolites derived from gut bacteria, Gpr41 contributes to
enteroendocrine cell activation and, by its action on glucagon-
like peptide 1 release, regulates glucose-mediated insulin se-
cretion (30, 68). In the same line, we observed the modulation
of expression of Sgltl gene, encoding a sodium-glucose
cotransporter located in enterocytes, which could reflect glu-
cose homeostasis dysregulation in the intestinal tract. Overall,
these results are in agreement with previous studies using
antibiotic-induced microbiome depletion and showing a mod-
ulation of gene expression programs required for glucose
homeostasis both in intestine and liver (18, 58, 72). Zarrinpar
and colleagues also highlighted that antibiotics, by depleting
gut bacteria in colon, reduce SCFA production and deprive
colonocytes from butyrate, their main fuel source, and this
results in lowering serum glucose and improving insulin sen-
sitivity (72). This potential mechanism may contribute to the
reduction of muscle glycogen store reported in the present
study, since glycogen storage depends on both carbohydrate
availability and uptake (39). Because reduction of glycogen
content affects muscle fatigue in both in vivo and ex vivo
conditions (51), the muscle glycogen depletion observed in
ATB mice could be one of the key mechanisms to explain the
muscle endurance reduction in these animals. Furthermore, the
restoration of glycogen content to values close to CTL mice
after natural reseeding reinforced this hypothesis. Interestingly,
we demonstrated the same muscle glycogen level reduction in
GF mice, another recognized model of gut microbiota deple-
tion, compared with GF-reseeded mice (data not shown). All of
these findings finally suggest that the reduction of energetic
substrate availability, especially glucose, because of intestinal
microbiota disruption could induce a reduction of muscle
glycogen storage to maintain glucose homeostasis, translating
in skeletal muscle endurance impairment.

To conclude, our results indicate for the first time that gut
bacteria are critical for optimal muscle function in mice at least
in part by altering glucose homeostasis regulation. How could
we translate these finding in humans? The presence of a
gut-muscle axis in the pathogenesis of age-related sarcopenia
in humans has been proposed recently based on very promising
results (67). The interplay between microbiome and skeletal
muscle has been highlighted by Siddhart and colleagues (64)
who demonstrated that age-related changes of gut microbiome
are associated with the physiological decline of musculoskel-
etal function. Future studies will be needed to identify the
bacterial species and/or the underlying mechanisms and the
putative metabolites that contribute to the functional link be-
tween gut microbiota and skeletal muscle. Our work opens
promising perspectives to develop new therapeutic strategies
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based on gut microbiota modulation for muscle-related dis-
eases, muscle disuse, and sport training.
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Avant-propos :

En s’appuyant sur des modeéles précliniques murins, I'objectif général de ce travail de
these était de comprendre dans quelles mesures I’hypoactivité affecte le métabolisme du fer
et le microbiote intestinal et d’identifier les mécanismes physiologiques sous-jacents. Nos
travaux de recherche se sont également tout particulierement intéressés au role joué par le
muscle squelettique dans les modifications du métabolisme du fer et du microbiote intestinal,
mais également a l'inverse sur les conséquences de ces changements sur la structure et le
métabolisme du muscle. Cette derniére partie de discussion générale a pour ambition de
synthétiser les résultats essentiels obtenus dans ce travail de thése et d’ouvrir de nouveaux

champs de discussions et de nouvelles perspectives de recherche.

l. L’hepcidine joue un rdle clé dans la redistribution du fer en
réponse a |I’hypoactivité
A. Le fer est redistribué vers la rate dans les premiers jours d’exposition a
I’hypoactivité
Les études antérieures de la littérature montraient que la biodisponibilité du fer dans
le compartiment sanguin est réduite en réponse a I'hypoactivité en étant associée a un
stockage tissulaire accru a court et long terme (Morgan et al., 2012; Ryan et al., 2016; Smith,
2002; Smith et al., 2005; Zwart et al., 2009, 2013). Toutefois, ces études présentaient certaines
limites. Aucune ne mesurait la saturation en transferrine qui constitue pourtant I'indicateur
clinique de référence pour juger véritablement de la biodisponibilité du fer dans I'organisme
(Elsayed et al., 2016). De plus, la localisation dans I'organisme du stockage accru de fer en
situation d’hypoactivité restait inconnue. Dans notre étude n°1, nous répondons a ces limites
avec notre modele de suspension par la queue chez le rongeur et démontrons de maniére
définitive que I’hypoactivité induit a court terme une réduction de la biodisponibilité en fer,
caractérisées par des diminutions concomitantes des concentrations sériques en fer et de la
saturation en transferrine. OU ce fer a-t-il été préférentiellement stocké ? Dans la rate, le foie

étant préservé de toute surcharge.

Riche en macrophages, la rate constitue un organe essentiel pour dégrader les

érythrocytes sénescents faisant de cette derniere un important lieu de stockage pour le fer
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(Korolnek and Hamza, 2015; Soares and Hamza, 2016). Cette surcharge en fer splénique peut
étre en partie due a une accélération de I'érythrophagocytose puisque I’hypoactivité réduit
trés rapidement la masse de globules rouges (De Santo et al., 2005). Les macrophages
constituent des cellules pouvant stocker ou distribuer le fer dans I’organisme, afin notamment
d’assurer I'approvisionnement en fer a la moelle osseuse rouge pour I'érythropoiése (Nairz et
al.,, 2017). Résultat non publié, nous observons dans cette étude n°1, que la concentration
circulante en EPO est d’ailleurs diminuée aprées 7 jours d’hypoactivité. Ce résultat suggere
gu’une séquestration du fer par les macrophages spléniques pourrait se produire en réponse
a une demande réduite en fer par la moelle osseuse rouge, et pouvant étre potentiellement

accrue par une érythrophagocytose concomitante comme évoqué précédemment.

En étudiant la cinétique des processus (Etude n°2 vs Etude n°1), nous notons que la
rate n’est plus surchargée en fer a 14 jours, malgré une réduction persistante de la
biodisponibilité du fer. Ceci questionne donc sur la redistribution de ce métal en condition
d'hypoactivité a moyen terme et suggére d’autres lieux organiques de stockage. Le foie et les
muscles posturaux ne seraient pas les cibles de cette surcharge au regard de nos résultats. De
maniere intéressante, une étude récente a démontré que 28 jours de suspension par la queue
chez des souris augmentent les concentrations en fer dans I’os, mais aussi dans le foie (Xu et
al.,, 2017). U'ensemble de ces données souligne finalement que la redistribution du fer se
produisant en hypoactivité est dynamique dans le temps et affecte de maniere différenciée
nos organes. La séquestration de fer splénique se produisant a court terme pourrait
finalement constituer un mécanisme de protection préservant d’autres organes comme le foie
et I'os d’une surcharge délétere en fer, ce mécanisme n’étant a priori plus efficace lorsque
I’exposition a I’hypoactivité se prolonge. Des recherches complémentaires seront donc
indispensables pour mieux caractériser la redistribution du fer a court et long terme, et vérifier
si ce phénomeéne est également visible chez I’'homme en hypoactivité. Au-dela des cinétiques
de redistribution du fer et des lieux de stockage, |'étape suivante consiste a comprendre les
mécanismes sous-jacents qui régulent ces modifications en conditions d’hypoactivité et nos

études présentent I’hepcidine comme étant au coeur du processus.

B. L'hepcidine, une hormone clé
Nos résultats montrent clairement que I'hepcidine joue un rdle clé dans la
redistribution du fer dans un organisme exposé a I'hypoactivité que ce soit a court ou moyen
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terme. A plus long terme, Xu et al. (2017) notent que cette transcription hépatique est
toujours augmentée aprées 28 jours de suspension. Cette augmentation peut en grande partie
expliquer la réduction de la biodisponibilité en fer constatée en réponse a I’hypoactivité en
limitant notamment I'absorption du fer par les entérocytes via la dégradation de la

ferroportine ou en favorisant la séquestration du fer au sein des macrophages de la rate.

Les mécanismes régulant cette transcription activée en condition d’hypoactivité
étaient largement méconnus et ce travail de thése permet d’en discuter certains. Tout
d’abord, nous notons que I'augmentation de la synthése d’hepcidine n’est pas associée a court
terme a des changements de I'activité des voies de signalisation BMP/SMAD et MAPK/ERK.
Ces résultats apparaissent cohérents dans la mesure ou les stocks en fer hépatiques
demeurent inchangés et que la saturation en transferrine diminue aprés 7 et 14 jours de
suspension par la queue. Un état pro-inflammatoire, et plus spécifiquement une
augmentation des concentrations sanguines d'IL-6, est également reconnue pour stimuler la
synthése d’hepcidine via I'activation de la voie JAK/STAT3 (Zhao et al., 2013). De maniére
intéressante, I'activité du facteur de transcription STAT3 augmente au niveau hépatique chez
nos rongeurs aprés 7 jours de suspension. Aprés 14 jours de suspension par la queue, cette
activation de la voie IL-6/STAT3 ne perdure pas et les voies BMP/SMAD et MAPK/ERK
demeurent toujours inchangés comparativement aux animaux contréles. De maniere
intéressante, Xu et al. constatent une transcription hépatique plus importante de BMP6 en
paralléle de I'augmentation d'hepcidine aprés 28 jours de suspension par la queue. Ceci
suggere qu’une activation de la voie BMP/SMAD se produit en réponse au stockage hépatique
en fer a plus long terme (Xu et al., 2017). L'ensemble de ces données supportent donc le fait
qgue l'augmentation de la transcription d'hepcidine en réponse a I'hypoactivité est due a
I’élévation des niveaux d’IL-6 circulants dans les premiers jours d’hypoactivité puis qu'ensuite,

d'autres mécanismes prennent le relais.

C. Quel réle joue le muscle squelettique dans les altérations du métabolisme
du fer en situation d’hypoactivité ?

Le rble de I'hypoactivité sur les niveaux circulants d’IL-6 et sur la transcription
d’hepcidine au niveau hépatique associé a la voie IL-6/STAT3 (Bosutti et al., 2008; Felix et al.,
2004; Mutin-Carnino et al., 2014) pose la question du lien avec le muscle squelettique. En

effet, nous constatons parallelement une augmentation de la transcription d’IL-6 dans le
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muscle gastrocnémien atrophié confirmant les résultats obtenus dans de précédentes études
(Caron et al., 2009; Kwon et al., 2015a). Ainsi, nous proposions le mécanisme suivant de
régulation (lllustration n°10): I'atrophie induite par I’hypoactivité favorise un état
inflammatoire systémique et stimule par conséquent la synthese hépatique d’hepcidine,
responsable de la redistribution du fer au sein de [l'organisme. Cependant, le
reconditionnement intermittent, pourtant efficace pour limiter I’atrophie musculaire pendant
14 jours d'hypoactivité, n'a induit aucun effet préventif sur le métabolisme du fer. Cette
absence totale d’effet sur le versant ferrique dans cette condition expérimentale réfuterait
donc I’hypothése d’un dialogue entre le muscle atrophié et le foie synthétisant I’hepcidine en
situation d’hypoactivité. Toutefois, notre étude présente un certain nombre de limites et ne
permet pas de répondre a toutes les interrogations concernant un dialogue potentiel muscle-
foie dans la régulation du métabolisme du fer. En effet, le reconditionnement intermittent
proposé est efficace sur le muscle soléaire, mais n’exerce aucun effet préventif sur le muscle
gastrocnémien qui constitue pourtant une masse musculaire environ 20 fois plus importante
chez le rat. Ainsi, nous ne pouvons exclure que la contre-mesure proposée exerce un effet
préventif trop limité sur I'ensemble de la masse musculaire atrophiée en réponse a
I’"hypoactivité pour agir sur la régulation du métabolisme du fer, et pour permettre de
répondre a notre hypothese initiale. Par ailleurs, nous avions émis I’hypothése que le
relargage d’IL-6 dans la circulation sanguine joue un réle dans la synthése d’hepcidine. Or,
apres 14 jours de suspension, la voie IL-6/STAT3 n’est plus activée dans le foie des animaux
suspendus, et ce, indépendamment du reconditionnement intermittent. Nous ne pouvons
donc exclure I’'hypothése que le reconditionnement intermittent exerce un effet préventif sur
cette synthése d’hepcidine dans les premiers jours d’hypoactivité, caractérisés par un état
catabolique et inflammatoire intense au niveau musculaire. Cet effet s’estomperait alors au
bout de 14 jours suivant la réduction progressive de I'état inflammatoire systémique et

musculaire.
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lllustration n°10 : Proposition de mécanisme impliquant le muscle squelettique dans les
dérégulations du métabolisme du fer a court terme en situation d'hypoactivité
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1. L'atrophie musculaire induite par la suspension provoque une augmentation des niveaux circulants d'IL-6.

2. Cette interleukine stimule la transcription hépatique d'hepcidine en activant la voie de régulation IL-6/STAT-
3.

3. Lasurexpression d'hepcidine associée induit la dégradation de la ferroportine bloquant ainsi I'export du fer
vers le compartiment sanguin.

4. Ce mécanisme conduit alors a une diminution de la biodisponibilité en fer et augmente le stockage en fer
dans la rate.

5. L'érythropoiése pourrait alors étre diminuée en raison d'un manque de fer disponible pour former le
cofacteur heme tandis que I'accélération de I’érythrophagocytose exacerbe le stockage en fer splénique.
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Il.Le microbiote intestinal joue un role essentiel sur la fonction
musculaire: implication du métabolisme du glucose et
perspectives de recherche en situation d’hypoactivité

Le microbiote intestinal est un organe désormais bien identifié pour interagir avec les
organes de son hote tels que le cerveau, le foie ou encore les poumons (Boursier et al., 2016;
Dinan and Cryan, 2017; Schuijt et al., 2016). Lors du démarrage de ce travail de thése,
I’hypothese d’un dialogue entre le microbiote intestinal et le muscle squelettique commencait
a émerger dans la littérature scientifique (Bindels and Delzenne, 2013) mais les mécanismes
restaient inconnus. Dans un premier temps, I'objectif de I'étude n°3 a été de déterminer
I'influence directe du microbiote intestinal et de sa modulation sur le phénotype contractile

et métabolique du muscle squelettique, et ce indépendamment de I’hypoactivité.

A. Microbiote et Muscle squelettique : un lien fonctionnel et des premiers
éléments de compréhension des mécanismes sous-jacents

Il est intéressant de noter ici que notre étude n°3 est la 1°™ a montrer un lien spécifique
entre microbiote et I'’endurance du muscle squelettique, alors que des études récentes
montrent un lien global entre microbiote et performance de course ou de nage (Hsu et al.,
2015; Lahiri et al., 2019; Okamoto et al., 2019). En effet, I'originalité de ce travail réside dans
I’évaluation des propriétés contractiles du muscle EDL en condition ex-vivo qui permet
d’exclure, dans la réduction de I'endurance observée, des facteurs non spécifiques au muscle
tels que la fatigue centrale, le systéme cardio-respiratoire ou la réduction du transport de
I’oxygéne. De maniere intéressante, le réensemencement naturel permettant la restauration
de la flore bactérienne normalise les effets de déplétion induits par le traitement antibiotique.
Toutes ces données suggerent donc que le microbiote intestinal affecte directement

I’endurance du muscle squelettique posant la question des mécanismes sous-jacents.

Dans les premiéres hypothéses de mécanismes, I'induction d’une atrophie musculaire
en cas d’absence de bactéries intestinales peut étre discutée. En effet, des études récentes
constatent que la masse en valeur absolue ou relative de certains muscles des membres
inférieurs est [égerement réduite aprés un traitement antibiotique (Okamoto et al., 2019) ou
chez des souris axéniques (Hsu et al., 2015; Lahiri et al., 2019). Dans notre étude, nous notons

des résultats similaires au niveau des muscles gastrocnémien et quadriceps avec des poids en
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valeur absolue et relative |égerement inférieurs a ceux de souris controéles. Toutefois, conclure
gue le microbiote intestinal diminue la masse musculaire peut étre une mauvaise
interprétation. En effet, dans les situations de déplétion bactérienne, que ce soit par
antibiotiques ou chez des souris axéniques, le caecum des souris est hypertrophié de maniére
trés conséquente (Linninge et al., 2015). En I'absence de bactéries, le mucus s'accumule dans
cette partie de l'intestin, ce qui provoque son grossissement (Linninge et al., 2015). Dans notre
étude, le caecum voit sa masse multipliée par 6 chez les souris présentant une déplétion
bactérienne. Si I’'on soustrait cette masse caecale du poids des souris, nous constatons que les
poids relatifs des gastrocnémien et quadriceps ne différent plus entre les animaux controles
et traités aux antibiotiques. Ce constat questionne les méthodologies qui peuvent étre
utilisées aujourd'hui pour évaluer I'impact du microbiote intestinal sur le reste de I'organisme
et plus précisément ici, sur I'étude du muscle. Pour confirmer si I'absence de microbiote
intestinal n’induit pas directement d’atrophie musculaire, nous avons analysé la taille des
fibres du quadriceps et les principales voies de signalisation régulant le turnover protéique
dans le gastrocnémien. Nous notons que la surface de section transverse des fibres, |'activité
du systéme ubiquitine-protéasome et la voie Akt-mTOR ne sont pas affectées par la déplétion
du microbiote intestinal chez nos souris. L'ensemble de ces données laisse penser que la
modulation du microbiote n’impacte pas de maniére significative les mécanismes cellulaires

régulant la masse musculaire.

De méme, les capacités oxydatives du muscle squelettique et le phénotype des fibres
musculaires demeurent inchangées par la déplétion microbienne. Ce résultat apparait
cohérent dans la mesure ou les souris ne présentent pas de réduction de leur VMA sur tapis,
dont on sait qu’elle est conditionnée par la consommation maximale d’O; de I'organisme. Par
contre, de maniére intéressante, I’hypothése d’'un impact de la modulation du microbiote
intestinal sur la biodisponibilité des substrats énergétiques au niveau musculaire est
privilégiée par nos résultats obtenus sur les stocks en glycogéne musculaire qui sont réduits
apres traitement antibiotique et normalisés par le réensemencement naturel. C'est un
résultat original, confirmé dans un groupe de souris axéniques recus au sein de notre
laboratoire, qui ouvre des pistes mécanistiques (cf. Encadré n°11) par lesquels le microbiote

intestinal impacterait I'endurance musculaire en jouant sur I'homéostasie glucidique.
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En effet, le glycogéne est un des principaux substrats énergétiques du muscle et est
essentiel a sa capacité d'endurance en condition in-vivo et ex-vivo (@rtenblad et al., 2013). La
biodisponibilité de ce substrat est étroitement liée a I'homéostasie glucidique (Jensen and
Richter, 2012). Or, nous constatons que la modulation du microbiote intestinal
(déplétion/réensemencement) module I'expression de SGLT1, un transporteur du glucose au
niveau de l'iléon (Roder et al., 2014) avec une réduction dans un premier temps puis une
normalisation dans un second temps. Dans une étude récente, Zarrinpar et al. (2018) ont mis
en évidence que la déplétion de la flore intestinale par les antibiotiques réduit la production
bactérienne d'acides gras a chaine courte (AGCC). Ces derniers constituent un substrat
énergétique pour les colonocytes qui, en leur absence augmentent leur consommation de
glucose pour assurer leurs propres besoins énergétiques. Ceci aurait pour effet direct de
diminuer le transport du glucose de la barriére intestinale vers le compartiment sanguin et
d'altérer I'homéostasie glucidique de I'organisme affectant de maniére concomitante
I'endurance musculaire. En ce sens, Okamoto et al. ont démontré récemment que la
supplémentation en acétate, un AGCC, sur un microbiote déplété par antibiotiques limite
efficacement la réduction de I'’endurance de leurs animaux (Okamoto et al., 2019). D'ailleurs,
les sportifs de haut niveau ayant des qualités aérobies plus développées que des personnes
sédentaires présentent des concentrations en AGCC supérieures, notamment en acétate dans
leur contenu fécal (Barton et al., 2018). Enfin, une étude récente souligne que le microbiote
intestinal jouerait un role clé dans la production d’énergie en métabolisant le lactate produit
a l'effort par le muscle squelettique (Scheiman et al., 2019). Plus spécifiguement, ces
chercheurs montrent que les bactéries du genre Veillonella sont présentes en plus grande
guantité chez les athlétes ayant réalisé les meilleures performances chronométriques au
marathon de Boston en 2015. Pour confirmer le réle de cette bactérie, ils ont gavé des souris
conventionnelles avec cette bactérie. La performance des animaux sur un test d’endurance
sur tapis a alors augmenté de 13% (Scheiman et al., 2019). Sur le plan mécanistique, ces
bactéries joueraient un réle clé pour métaboliser le lactate circulant sous forme d’AGCC. Le
lactate est en effet produit en grande quantité a partir du glucose utilisé par le muscle pendant
I'effort. Tout comme le foie métabolise le lactate sous forme de glucose dans le fameux cycle
de Cori, ces chercheurs ont proposé ici que le lactate dans la circulation sanguine passerait la
barriere intestinale et serait pris en charge par les bactéries Veillonella qui le métaboliseraient
sous forme d’AGCC. Ces derniers seraient alors davantage disponibles pour la production
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d’énergie des colonocytes et pourrait contribuer a augmenter la disponibilité en glucose dans
I'organisme, permettant ainsi d'épargner le glycogene musculaire. Ces premiéres études
confirment I'existence d’un lien microbiote-muscle squelettique et permettent d’envisager
des premiers éléments mécanistiques, notamment autour du métabolisme du glucose. Des
études s’en suivront qui rapidement dévoileront certainement d’autres voies de signalisations
et des conditions d’amplification ou d’inhibition de ce nouvel axe inter-organes. Dans le
contexte de cette these, I'étape suivante inscrit ce dialogue dans une condition spécifique,

I’"hypoactivité.

B. Impact de |'hypoactivité sur le microbiote intestinal et problématiques
méthodologiques

Comme évoqué dans notre revue de littérature, le mode de vie et I'activité physique
jouent sur les diverses populations du microbiote intestinal. Des études trés récentes, pour la
plupart ayant été publiées durant ce travail de these, montrent que des rats ou souris
suspendus par la queue présentent un ratio Firmicutes/Bacteroidetes diminué et une
proportion de Bacteroidetes gram-négatives augmentée comparativement a des animaux
controles (Jin et al., 2018; Ritchie et al., 2015; Yang et al., 2018b). Ces modifications sont
associées a des concentrations circulantes plus élevées en LPS et a un statut pro-
inflammatoire plus important comparativement a des animaux contréles suggérant le
développement d’'une endotoxémie (Li et al., 2015; Shi et al., 2017; Zhou et al., 2012). Ces
phénoménes pourraient potentiellement étre des éléments amplifiants les altérations

musculaires associées a I’hypoactivité.

Durant ce travail de thése, nous avions pour objectif initial de comparer les
modifications du microbiote intestinal en réponse a I’hypoactivité chez le rongeur et 'homme
afin d’explorer les interactions inter-organes en réponse a I'hypoactivité. Tout ceci afin de
répondre a I'hypothése d’une potentielle signature bactérienne commune associée a
I’hypoactivité. Nous mettons en évidence dans les feces que la proportion de Bacteroidetes
est significativement augmentée (p<0.05) et que celle de Firmicutes tend a diminuer (p=0.053)
pour le groupe suspendu par rapport au groupe contréle en fin de protocole. Ces résultats
sont en accord avec les précédentes études évoquées ayant utilisées une approche
transversale pour étudier chez les rongeurs les effets de I'hypoactivité sur les différentes

populations bactériennes (Jin et al., 2018; Ritchie et al., 2015; Yang et al., 2018b). lls semblent
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d'autant plus cohérents puisqu'a contrario de |'hypoactivité, I'exercice physique permet
d'obtenir les résultats inverses sur les populations de Bacteroidetes et Firmicutes (Kang et al.,
2014; Lambert et al., 2015; McFadzean, 2014). Toutefois, en analysant les compositions des
microbiotes intestinaux avant et aprés le protocole de suspension, et en les comparant a un
groupe controle non-suspendu, nous obtenons des résultats trés différents. En effet, les
différences intergroupes observées a 14 jours étaient en réalité dues a une modification du
microbiote du groupe contréle et non du groupe suspendu. Cette différence d'interprétation
en fonction du caractere transversal ou longitudinal du traitement des données questionne
les résultats préalablement obtenus dans la littérature concernant I'hypoactivité ou d'autres
domaines d'études comme I'activité physique et les pathologies. L’évolution inattendue du
microbiote du groupe controle résulte certainement dans notre étude d’une période
d'acclimatation insuffisamment longue dans I’animalerie avant la mise en suspension (i.e. 2
semaines). Les conditions de transport et le changement d'environnement peuvent étre des
facteurs modulant la flore microbienne qui ne se stabiliserait qu'au bout de 9 semaines
minimum selon Montonye et al. (2018). D’ailleurs, il est regrettable de constater que les
précédentes études explorant les effets de I’hypoactivité chez le rongeur avaient également
appliqué seulement 2 semaines d’acclimatation avant exposition a I’hypoactivité (Ritchie
2015) ou ne précisent simplement pas cette information dans leur partie méthodologique (Jin
et al., 2018; Yang et al., 2018b). Ce constat souligne la nécessité de conduire davantage de
travaux sur les effets de I’"hypoactivité en imposant en amont un temps d’acclimatation plus
important aux animaux pour que leur microbiote soit stabilisé avant de démarrer les
procédures expérimentales. Ces aspects soulignent finalement que I'étude du microbiote
intestinal, notamment dans des conditions spécifiques expérimentales telles que
I’hypoactivité, demeure véritablement complexe et que la transposition des découvertes ainsi
qgue les applications qui en découlent peuvent étre dans certaines circonstances biaisées ou
mal interprétées en raison de certaines difficultés méthodologiques que nous découvrons
aujourd’hui de par la récente émergence de cette thématique dans la littérature scientifique.
Si nous ne pourrons certainement pas valoriser ces derniéres données, elles suggerent dans
le modele murin des modifications du microbiote en condition d’hypoactivité, paralléelement
aux troubles du métabolisme du fer. Un lien pourrait —il exister entre les deux dans cette

condition physiopathologique ?
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lllustration n°11 : Proposition de mécanisme liant microbiote intestinal et endurance musculaire
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En condition d’eubiose, les fibres sont métabolisées en acides gras a chaine
courte (AGCC). Les AGCC sont ensuite utilisés par les colonocytes comme substrats
énergétiques ou diffusent dans le sang via les transporteurs de monocarboxylates 1/4/5
(MCT1/4/5) et le sodium dépendant monocarboxylate transporteurs 1 (SMCT1). Le glucose
est transporté avec le sodium par le co-transporteur sodium glucose 1 (SGLT1), puis passe
dans la circulation sanguine grace au transporteur de glucose 2 (GLUT2). Il est ensuite pris
en charge par le transporteur de glucose 4 (GLUT4) pour rentrer dans le muscle
squelettique. Il est alors soit stocké sous forme de glycogéne, soit utilisé pour créer I'énergie
nécessaire a la contraction musculaire sous forme d’adénosine triphosphate (ATP). A
I'exercice, la demande en ATP augmente, le glucose et le glycogéne sont alors mobilisés par
la glycolyse pour fournir de I’ATP. De cette réaction est formé du lactate qui diffuse dans la
circulation sanguine et rejoint la lumiere intestinale afin d’étre métabolisé en AGCC. La
diffusion de ce dernier dans la circulation permet d’optimiser la fourniture énergétique
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Lorsque le microbiote est déplété, iln'y a plus de bactéries présentes dans la
lumiere intestinale. Les fibres ne sont plus métabolisées en AGCC ce qui améne les
colonocytes a consommer de maniere substitutive du glucose. Ce dernier est donc moins
disponible pour le muscle squelettique afin de maintenir une glycémie stable, ce qui a pour
effet de diminuer les stocks de glycogene musculaire et hépatique. A I'effort, le glucose
étant moins biodisponible, les stocks en glycogene déja réduits sont mobilisés de maniere
plus importante pour fournir de I’énergie, ce qui a pour effet de les diminuer davantage.
Le lactate est produit et rejoint la lumiére intestinale mais n’est plus métabolisé en AGCC
en raison de I'absence de bactéries. La production d’AGCC réduite, la diffusion de ces
derniers au niveau sanguin est limitée. Ceci a pour conséquence d’altérer encore plus
I'optimisation de la fourniture énergétique et de créer un cercle vicieux qui sera
responsable a terme, d’une altération de I'endurance musculaire.
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lll.Le métabolisme du fer et le microbiote intestinal
interagissent-ils ?

A. Le microbiote intestinal module l'absorption du fer dans le tractus
intestinal

Le microbiote intestinal est impliqué dans la régulation métabolique de nombreux
minéraux dans |'organisme comme le calcium, le magnésium, le sélénium, le cuivre, le zinc,
I'argent et le fer (Skrypnik and Suliburska, 2018). En outre, in-vitro, les microbes intestinaux
sont capables d'augmenter la biodisponibilité en fer au sein de l'intestin (Saha et al., 2016).
Plus spécifiguement, certaines especes du genre des lactobacilli arrivent notamment a réduire
les ions Fe3* en ions Fe?* grace a l'acide p-hydroxyphényl-lactique (Gonzélez et al., 2017). Ce
mécanisme modulerait ainsi I'absorption du fer puisque pour rappel, seul le fer sous forme
ferreux (Fe?*) peut étre absorbé par les entérocytes via le transporteur DMT1. Cependant,
certains travaux in-vivo conduits chez le poulet et 'homme montrent que si une
supplémentation avec différentes espéces de lactobacilli modulent certaines populations
bactériennes, aucun effet visible ne s’observe sur la biodisponibilit¢ du fer au niveau
systémique (Asemi and Esmaillzadeh, 2013; Tako et al., 2014). Il est important de rappeler que
le fer est principalement absorbé dans la partie proximale de I'intestin (i.e. duodénum), alors
que la colonisation des bactéries dans le tractus intestinal est progressivement plus
importante dans sa partie distale (i.e. colon). De maniére intéressante, Deschemin et al. (2016)
notent que les entérocytes du duodénum et du colon de souris axéniques présentent une
faible expression de ferritine soulignant une capacité de stockage de fer réduite malgré une
expression plus élevée de DMT1. D’ailleurs, le contenu caecal en fer est parallelement plus
important chez les souris axéniques. Lorsque les auteurs réensemencent ces animauy, ils
observent une augmentation du contenu en ferritine et en ferroportine dans les entérocytes
du duodénum et du colon traduisant une augmentation du stockage et de I'export du fer dans
I'organisme. Mais dans le méme temps, ni la biodisponibilité, ni le stockage hépatique en fer
des animaux ne sont pourtant modifiés. Les résultats de cette étude suggerent ainsi que les
bactéries du tractus intestinal assisteraient les entérocytes dans I’absorption du fer dans
I'organisme. Les répercussions du microbiote intestinal sur la biodisponibilité du fer dans

I'organisme semblent limitées, mais la distribution de ce dernier dans les différents organes

145

Nay, Kévin. Le Fer et le Microbiote Intestinal : Deux Nouvelles Cibles pour Améliorer les Capacités Fonctionnelles et Musculaires en Condition d'Hypoactivité-2019



Discussion générale et perspectives

et les répercussions physiologiques associées nécessitent d’étre mieux identifiées, et

notamment en condition d’hypoactivité.

B. Le fer module le microbiote intestinal et son activité

L'écosystéme intestinal est en partie dépendant des apports nutritifs de I'h6te. In-vitro,
une étude montre qu'une déficience en fer altére significativement le microbiote intestinal au
point de réduire la production de certains métabolites comme le butyrate (Dostal et al., 2015).
A l'inverse, toujours in-vitro, une surcharge en fer dans le tractus intestinal altére la flore
microbienne saine et entraine le développement d’une dysbiose (Kortman et al., 2015). Dans
les féces d'enfants kenyans souffrant d'une déficience alimentaire en fer, il est observé une
diminution de certaines espéces bactériennes telles que Roseburia, Bacteroides and E. Rectal
ainsi qu'une augmentation des Enterobacteriaceae et des Lactobacilli (Jaeggi et al., 2015). Ces
résultats sont corroborés par une étude plus récente qui a mis en évidence une relation
inverse entre la concentration fécale en fer et la concentration fécale en Lactobacillus chez
des enfants affectés par une déficience alimentaire en fer (Kalipatnapu et al., 2017). Sur un
modeéle de patients hémochromatosiques, Boyer et al. (2018) notent récemment un lien entre
la saturation en transferrine et la proportion de certaines bactéries (i.e. Porphyromonas et
Treponema). Ces études indiquent que I'apport en fer ainsi que sa biodisponibilité sont des
facteurs affectant la composition du microbiote intestinal et son activité. Elles posent des
guestions autour des intéréts et limites de la supplémentation en fer dans certaines conditions

physiologiques ou pathologiques, comme notamment I’hypoactivité.

IV.Perspectives de recherche chez I'homme

A. Protocoles expérimentaux en cours

Afin de vérifier chez 'homme les différents résultats obtenus sur nos modeles
précliniques, nous sommes actuellement impliqués dans une étude clinique conduite par le
Centre National d’Etudes Spatiales (CNES). En raison du retard pris dans le démarrage de cette
étude indépendamment de notre volonté, nous en présenterons ici seulement les objectifs et
guelgues résultats préliminaires. Cette étude conduite par le CNES a I'Institut de Médecine de
Physiologie Spatiales (MEDES) a consisté a déterminer les effets de 5 jours d'immersion seche
sur le métabolisme du fer et la composition du microbiote intestinal de jeunes hommes en

bonne santé. Nous sommes actuellement en train d’effectuer des analyses sanguines pour
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établir un bilan martial. Parmi elles, le dosage de I'EPO circulante et des marqueurs
d’hémolyse permettront d’étudier respectivement I'érythropoiése et la dégradation des
globules rouges, des phénomeénes affectant ou affectés par le métabolisme du fer. Pour
I’'analyse du microbiote intestinal, le recueil des feces 15 jours avant I'inclusion, 2 jours avant
I'immersion séche, et durant I'immersion seche en différents points a été réalisé pour tous les

sujets.

Nous avons toutefois d’ores et déja obtenu des résultats prometteurs concernant la
distribution du fer en réponse a ce protocole. En effet, en s’appuyant sur des données IRM
pour quantifier les variations de stockage hépatique et splénique en fer selon la méthodologie
mise au point par le Pr. Yves Gandon (Gandon et al., 2004), nous retrouvons une augmentation
du fer dans la rate apres 5 jours d'immersion seche semblable a celles obtenue chez nos
rongeurs exposés a 7 jours de suspension (cf. Figure 1). Cette augmentation est associée a une
élévation des niveaux circulants d’hepcidine confirmant le réle clé joué par cette hormone
dans les altérations du métabolisme du fer associées a I’hypoactivité (cf. Figure 1). L'ensemble
de ces données confirme donc chez 'lhomme que I'hypoactivité induit a court terme une
redistribution du fer dans I'organisme, tout particulierement un stockage splénique dans

lequel I'hepcidine joue probablement un role essentiel.
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Figure n°1 : Impact de 5 jours d'immersion séche sur la biodisponibilité du fer chez 'Homme. A) Concentrations
sériques en hepcidine. B) Concentration splénique en fer C) Concentrations hépatique en fer. BDC-3 : 3 jours
avant I'immersion; BDC-1 : 1 jour avant l'immersion; DI-5 : soir du dernier jour d'immersion R+0 : matin du jour
de la fin d'immersion avant remise sur pieds. Significativité testée par le test non-paramétrique Wilcoxon :
*p<0,05; **p<0,01.

Au niveau du microbiote intestinal, les parametres liés a la composition de ce dernier
(i.e. tableaux d'abondances, indices de diversité, répartition des phyla, des familles
bactériennes) sont en cours d’analyse. Nous avons conscience d'étre ici aussi confrontés a la
problématique de la stabilisation du microbiote avant expérimentation. En effet, les sujets

sont accueillis dans les locaux du MEDES seulement 4 jours avant leur immersion, ce qui
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constitue une période d’acclimatation relativement courte. Elle est toute fois plus longue que
celle des astronautes qui, avant d'étre envoyés en mission, ne sont placés en quarantaine que
trés peu de temps (i.e. 48h pour Thomas Pesquet avant de rejoindre I'lSS en 2016). De plus,
une fois dans |'espace, ces astronautes se retrouvent subitement dans un environnement clos
et confiné dont I'héritage microbien provient d'un mélange des différents passagers qui se
sont succédés au cours de ['histoire dans les différents modules spatiaux. Par ailleurs, dans le
contexte médical, un patient soudainement hospitalisé se retrouve alité en situation
d’hypoactivité avec une nouvelle alimentation imposée par I’établissement hospitalier et ne
bénéficie pas d’une acclimatation préalable. Pourtant, dans ces deux contextes, la question
de 'adaptation de I'alimentation ou de la supplémentation avec des symbiotiques pour les
astronautes ou pour les patients alités peut étre légitimement posée afin d'optimiser leur état
de santé. Ainsi, si I'objectif de recherche est de développer des stratégies thérapeutiques ou
des contre-mesures efficaces et non d’explorer des mécanismes fondamentaux de régulation
physiologique, nous pensons que la limite que constitue une acclimatation courte peut au
contraire constituer un point positif permettant de proposer un protocole expérimental plus

pertinent, c’est-a-dire se situant au plus prés de la réalité médicale ou aérospatiale.

B. Recommandations pour améliorer la santé des patients et les capacités
fonctionnelles des astronautes: réflexions sur des contre-mesures ou
thérapies innovantes

L'alimentation des astronautes est complémentée en fer depuis maintenant plusieurs
années dans I'idée de lutter contre I'anémie du vol spatial (Smith et al., 2013). Nos résultats,
qui doivent étre toutefois confirmés chez ’'homme, suggérent que cette supplémentation
apparait finalement inutile. En effet, I'hepcidine bloque I'entrée du fer au niveau de la barriere
intestinale en dégradant la ferroportine, ce qui limite directement I'entrée de ce métal dans
I'organisme. En cas de réduction de la biodisponibilité en fer, comme cela est le cas en
condition d'hypoactivité, supplémenter en fer s’avérerait inutile car le sujet n’est pas carencé,
mais présente visiblement une anomalie dans la distribution de ce métal au sein de son
organisme. De plus, I'hepcidine étant augmentée, il est fort probable que le fer apporté dans
I'alimentation ne soit que trés faiblement absorbé. Nos résultats soulignent donc I'importance
de questionner la supplémentation en fer mise en place chez les astronautes durant leurs

séjours dans |'espace.

148

Nay, Kévin. Le Fer et le Microbiote Intestinal : Deux Nouvelles Cibles pour Améliorer les Capacités Fonctionnelles et Musculaires en Condition d'Hypoactivité-2019



Discussion générale et perspectives

Pour lutter contre cette redistribution du fer dans I'organisme, nos études soulignent
gu’il faudrait plutét cibler I'hepcidine et ses mécanismes de régulation. Nous venons de voir
gu’a court terme, l'inflammation apparait comme responsable de la transcription accrue
d'hepcidine via la voie IL-6/STAT3. Limiter l'inflammation, par la prise d'anti-inflammatoires
(i.e. ibuprofene, paracétamol) pourrait ainsi constituer une stratégie pertinente pour limiter
I'activité de I'hepcidine et conserver une homéostasie ferrique stable. Tout du moins dans les
premiers jours d’exposition et a condition que les troubles du métabolisme du fer que nous
constatons a court terme ne soient pas des mécanismes adaptatifs nécessaires au bon
fonctionnement de l'organisme en situation d’hypoactivité. En effet, il est possible que la
stimulation de la synthése d’hepcidine soit un mécanisme indispensable a la prise en charge
du fer pouvant s’accumuler dans le compartiment sanguin en raison de I'accélération de
I’'hémolyse des hématies et des réticulocytes (Ginzburg and Glassberg, 2018). D'ailleurs, Xu et
al. montrent que l'inhibition de I'hepcidine chez leur souris suspendues par la queue engendre
finalement un stockage de fer plus important dans le foie et les os qu'en condition de
suspension sans inhibiteur. Ceci a pour conséquence d'affecter de maniére plus grave le tissu
osseux (Xu et al., 2017). Ainsi, dans cette hypotheése, utiliser des anti-inflammatoires pour
empécher l'activité de I'hepcidine pourrait se révéler finalement inefficace voir délétere en
limitant une réaction physiologique protectrice. Des travaux complémentaires apparaissent

donc nécessaires pour lever ces interrogations.

La supplémentation en testostérone pourrait également constituer une contre-mesure
intéressante pour lutter contre les dérégulations du métabolisme du fer. Cette hormone est
en effet connue pour étre un répresseur de I'hepcidine (Guo et al., 2013). Ce type de stratégie
est d’actualité puisque la NASA a lancé récemment une campagne d’alitement de 70 jours
dans laquelle fut évalué I'impact d’une supplémentation en testostérone sur la préservation
des capacités fonctionnelles de l'individu (Dillon et al., 2018, 2019). Toutefois, les effets sur le
métabolisme du fer n’ont pas été évalués. En plus d’un effet inhibiteur direct sur la synthese
d’hepcidine, la testostérone pourrait agir également sur la synthése d’hepcidine
indirectement via la voie IL-6/STAT3, la supplémentation en testostérone s'accompagnant

chez les sujets alités d'une diminution des niveaux circulants d'IL-6 (Dillon et al., 2018).

Enfin, I'exercice physique pourrait constituer une contre-mesure efficace pour

moduler le métabolisme du fer et le microbiote intestinal en situation d’hypoactivité.
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L'entrainement, notamment en endurance, permet de stimuler |'érythropoiese (Montero et
al., 2017), ce qui favoriserait I'utilisation du fer pour la moelle osseuse rouge dans le contexte
de I'hypoactivité. De plus, a l'instar de la testostérone, limiter |'atrophie musculaire par
I'exercice physique permettrait peut-étre de limiter l'inflammation chronique associée a
['augmentation des taux d'IL-6. Cependant, il est montré que |'exercice physique peut induire
différentes adaptations dont certaines pouvant mener a des déficiences en fer (Babi¢ et al.,
2001; DeRuisseau et al., 2002; Mclnnis et al., 1998; Ottomano and Franchini, 2012; Selby and
Eichner, 1986). Il a méme été montré que les concentrations d'hepcidine augmentent aprées
un effort long et intense comme le marathon (Roecker et al., 2005). Tout ceci souligne que la
durée, l'intensité et la fréquence des entrainements proposés aux personnes hypoactives
peuvent induire des adaptations bénéfiques ou déléteres. Et nous avons vu en début de ce
manuscrit combien les études liant microbiote et activité physique donnent des résultats
contradictoires et encore trop divers (diversité certainement due au nombre conséquent de
modalités d’exercice physique). Ceci nous améne a rester prudents quant l'utilisation
immédiate de cette contre-mesure pour prévenir les troubles du métabolisme du fer et du

microbiote intestinal en condition d'hypoactivité.

Arriverons-nous a définir « un microbiote santé », « un microbiote de performance »,
« un microbiote idéal » ? L'étude du microbiote intestinal pour prévenir des troubles
pathologiques et/ou physiologiques est un champ de recherche excitant et prometteur.
Aujourd'hui, des prouesses sont réalisées sur le modele animal. Réussir a rendre des souris
plus endurantes ou résistantes a l'obésité grace a l'inoculation de bactéries spécifiques
représente des avancées importantes dans I'étude de ce qui nous lie aux micro-organismes
nous colonisant (Scheiman et al., 2019; Turnbaugh et al., 2006). Mais trés récemment, en
2019, une étude pilote chez 'homme, a tenté la transfection d'un microbiote d’un individu
mince en bonne santé sur plusieurs sujets obéses durant 12 semaines consécutives. La flore
intestinale des sujets transfectés a bel et bien été modifiée, cependant les scientifiques n'ont
observé aucun effet sur le poids et I'lMC des individus (Allegretti et al., 2019). Cet exemple
souligne que nos protocoles expérimentaux, notamment chez I'animal, sont peut-étre trop
sensibles et pas toujours adaptés a une application humaine. La littérature scientifique sur le
microbiote intestinal, de plus en plus dense aujourd'hui, doit évidemment étre diffusée et

vulgarisée tant cet organe est essentiel a la physiologie de notre organisme. Cependant, il est
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important d’avoir conscience des limites méthodologiques afin d’éviter la multiplication de
stratégies nutritionnelles, pharmaceutiques ou médicales supposées miracles. Des recherches
rigoureuses ciblant le microbiote intestinal seront nécessaires chez ’lhomme pour identifier
les probiotiques, prébiotiques ou symbiotiques de demain si I'on souhaite optimiser la santé

de la population générale, du patient ou de I'astronaute.
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Fiche méthodologique n°1

Protocole de suspension par la queue et de rechargement intermittent

Principe : La suspension par la queue est le modéle expérimental que

nous avons utilisé pour mettre les animaux en condition d’hypoactivité.
Ce protocole a été initialement mis au point par la NASA pour mimer les
effets de I'impesanteur au niveau des membres inférieurs et postérieurs.
Les cages ont été fabriquées artisanalement avec les dimensions et les
détails techniques fournis dans la publication de Morey-Holton (2002).

Mise en place de la suspension des animaux :

Etape 1 : Fixation de I'anneau a la queue de I'animal Populations :

1. Préparation de bandes adhésives d'environ 1.5 cm de large pour 20 | Rats et souris
cm de longueur de maniére a couvrir les 2/3 de la queue de I'animal.

2. Placer I'animal dans un tube de plexiglas spécialement congu pour | Matériels :
I'immobiliser (il faut éviter d'anesthésier I'animal pour qu'il puisse | e Tubes de Plexiglas
s'adapter au mieux a la suspension). e Ruban adhésif de

3. Appliquer un antiseptique sur la queue du rongeur pour la nettoyer type Elastoplast
et éliminer les peaux mortes. e Anneaux d'acier

4. Coller la bande d'adhésif préparée préalablement a environ1a2cm inoxydable (2 cm de
de la base de la queue. Enrouler la queue avec l'adhésif jusqu'a la diamétre)
moitié de sa longueur (environ 5 tours). Ne pas serrer trop fort afin . D
de maintenir la circulation sanguine. ¢ ErAner|IIIons . ’

5. Passer I'anneau en acier dans l'adhésif puis enrouler de nouveau la * (Cable électrique

Etape 2 : Accrochage de I'animal dans la cage

1.

e Alcool 90°

e Cages de suspension

e Bac de litiére sous la
cage

queue avec le reste d'adhésif en repassant par-dessus I'adhésif
préalablement collé. L'anneau est fixé alors a la queue de I'animal.

Placer I'émerillon dans I'anneau en acier. Cette piece permet a I'animal de pivoter a 360° sur ses
pattes avant afin de pouvoir boire et s'alimenter.

Passer un cable électrique dans I'émerillon puis I'accrocher au systéme de suspension. Le dispositif
de suspension se situe dans la partie supérieure de la cage entre 2 barres paralléles sur lesquelles
il peut glisser de part et d'autres de la cage. Ce systeme est fabriqué de maniere a ce que le
dispositif de suspension glisse avec le moins de résistance possible. L'animal peut ainsi tirer dessus
sans effort et se déplacer aisément sur les pattes avant.

La longueur du cable électrique est ajustée pour que le corps du rongeur soit suspendu a un angle
de 30° avec le sol, de maniere a ce qu'il ne puisse toucher le sol avec ses pattes arriere. Cette
longueur est réajustée quotidiennement durant I'expérimentation si nécessaire.

Rechargement intermittent

1.

Décrocher le cable électrique de I'anneau et laisser le rat en autonomie dans sa cage en surveillant
a ce qu'il ne ronge pas sa bande adhésive ou sa queue.

Une fois le temps écoulé (ex : 1H/jour), raccrocher le systéme et vérifier que les pattes arriére du
rongeur ne sont pas en contact avec le sol.

Fiche méthodologique adaptée de la these de Frédéric Derbré (Derbré, 2011)
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Fiche méthodologique n°2

Protocole de déplétion du microbiote intestinal par un traitement antibiotique a
large spectre et réensemencement naturel du microbiote

Principe : Le traitement antibiotique a large spectre permet de détruire les bactéries intestinales en
qguelques jours chez la souris (Viaud et al., 2013). Ainsi, il est possible d’étudier I'effet de cette absence
de flore sans avoir a utiliser des modéles de souris axéniques dont les conditions d’élevage sont
contraignantes. L’arrét du traitement permet aux bactéries de se réimplanter progressivement, mais
dans notre étude, nous avons accéléré cette recolonisation en ajoutant les feces de congéneres sans
traitement (groupe CTL) dans les cages des souris dites « réensemencées » (groupe NAT).

1. Protocole de déplétion du microbiote intestinal par un traitement antibiotique

Préparation de la solution d’antibiotique a large spectre
> Etape 1: Préparation des solutions stocks

Filtrée sur 0.22 um, les solutions stocks sont préparées dans de |'eau distillée :
Ampicilline: 100 mg/ml Streptomycine: 100 mg/ml Colistine: 80 mg/ml Vancomycine: 45 mg/ml
Les solutions sont ensuite aliquotées et congelées a -20°C.

> Etape 2 : Préparation des biberons d'antibiotique a large spectre

Les aliquots des solutions stocks sont décongelés et la solution d'antibiotique a large spectre est
préparée en fonction du nombre de biberons a remplir selon les dilutions du tableau ci-dessous. Il faut
compter 50 ml de solution d'antibiotique a large spectre par biberon. L'eau utilisée pour la préparation
des biberons est de I'eau du robinet provenant de I’'animalerie stérilisée sur filtre 0.22 um.

Concentrations | Concentrations Volume de stock a mettre dans | Exemple pour 72
stock finales souhaitées | 50 ml d’eau pour 1 biberon) biberons (3600 ml)
Ampicilline 100 mg/ml 1 mg/ml 500 pl 36 ml
Streptomycine | 100 mg/ml 5 mg/ml 2.5 ml 180 ml
Colistine 80 mg/ml 1 mg/ml 612 pl 45 ml
Vancomycine |45 mg/ml 45 pg/ml 50 ul 3.6 ml

Administration de I'antibiotique

50 ml de la solution finale d'antibiotique a large spectre sont donnés dans des biberons propres. Un
biberon est disponible par cage. Afin de limiter le transfert de germes entre animaux, les souris de
|'expérimentation doivent étre disposées individuellement dans des cages a couvercle filtrant. Les
biberons d'antibiotique et la cage doivent étre changés toutes les semaines.

2. Protocole de réensemencement naturel du microbiote

Le biberon d'antibiotique a large spectre est remplacé par un biberon contenant de I'eau du robinet
de I'animalerie identique au contréle CTL. Pour accélérer le processus, un apport de litiere usagée
provenant des différents individus du groupe controle est placé dans la cage des souris a
réensemencer.
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Fiche méthodologique n°3

Tests de course sur tapis roulant

Principe :

2 tests ont été effectués afin d’évaluer les performance de course.
Le test de vitesse maximale aérobie (VMA) évalue la vitesse a
laquelle la puissance aérobie de I'animal sera maximale. Cette
derniere est dépendante de la capacité maximale de
consommation d'oxygene (V Oama). L'autre test est un test de
temps limite jusqu’a épuisement. Ce test évalue le temps au
terme duquel I'animal s'épuise sur un effort constant et témoigne
de la capacité maximale aérobie de I'animal. Ce parametre est
notamment dépendant des réserves énergétiques de I'animal | Populations : Souris
ainsi que de son état de fatigue. Les animaux sont stimulés par
I'expérimentateur. L'usage de légéres décharges via une grille | Matériel : Tapis, Columbus
électrifiée a I'arriére du tapis peut également étre utilisé. Instruments, OH 43204 U.S.A)

Habituation :

Les souris doivent préalablement étre habituées a courir sur un tapis. Ainsi, une semaine avant les

premiers tests, chaque souris a effectué deux sessions d’habituation espacées d'au moins 48h :

e La premiére session se compose de 5 min a 8 m/min, 5 min a 10 m/min et 10 min a 12 m/min

e Laseconde session se compose de 2 min a 10m/min, 2 min a 12m/min, 10 min a 14m/min, 5 min
a 16m/min et 2 min a 18m/min.

Tests :
Afin de limiter les effets de la fatigue sur la performance, les tests sont effectués au moins 48h apres
I'habituation. Les tests VMA et les tests de temps limites sont également espacés d'au moins 48h.

Déroulement du test VMA

1. Echauffement:2 mina 10 m/min

2. Incrémentation de 2 m/min toutes les minutes jusqu'a épuisement

3. Letests'arréte lorsque la souris tombe trois fois de suite ou reste 3 secondes sur la grille électrique.
L'expérimentateur note alors la vitesse atteinte qui constitue la VMA

Déroulement du test de temps limite :

1. Echauffement:2 mina 12 m/min puis 3 min a 15 m/min

2. 30mina1l7 m/min

3. Incrémentation de 1 m/min toutes les 5 minutes

4. Letests'arréte lorsque la souris tombe trois fois de suite ou reste 3 secondes sur la grille électrique.

L'expérimentateur note alors le temps et la distance d'effort de la souris qui constituent des
indicateurs d’endurance.
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Fiche méthodologique n°4

Tests de contractilité ex-vivo

Principe : Le test de propriété contractile ex-vivo mesure la force et I'endurance (fatigue-index) d'un
muscle isolé sous différentes impulsions électriques (Ploquin et al., 2012).

Préparation des solutions : Muscle ciblé : Extensor

Solution mére (10X) du tampon de Krebs (pour 500 ml & conserver a 4°C) Digitorium Longus (EDL) et

e NaCl119 mM (MM 58,4) : 34,748 g soléaire

e KCI5Mm (MM 74,5):1,8636 g

e CaCl21,25mM (MM 147,2):0,92 g Ajuster 500 ml H20 distillée Matériels :

e MgSOs1mM (MM 120,4): 0,602 g Force transducer / length

e  KH2PO41 mM (MM 136,09): 0,681 g servomotor system (model
305B; Cambridge

Solution Fille Krebs (d faire le jour méme, se conserve entre % journée et 1 Instruments, Aurora

our Scientific, Ontario, Canada)

e  Glucose 10mM (MM : 180,2) : 0,45g
e NaHCO325mM (MM : 105,99) : 0,662g
e  Mannitol 1,1mM (MM : 182,17) : 0,05g

A Diluer dans 25 ml de la solution mere puis ajouter 225 ml
d’eau distillée pour un volume final de 250 ml

Préparation du matériel

1. Allumer le bain-marie a 25°C

2. Saturer la solution fille de Krebs avec un
mélange carbogene (95% O, et 5% CO;) au
moins 10 min avant le début des tests afin
d’ajuster le pH de la solution a 7.4 et
maintenir 'oxygénation durant toute
I’expérimentation.

Capteur de force

Set-up expérimental

Bras de force

Placer le muscle sur I'appareil

1. Faire un nceud autour du tendon du muscle
soigneusement disséqué et accrocher Muscle disséqué avec insertons tendineuses
I"autre extremité du fil au dynamometre.

2. Placer le muscle dans la machoire entre les deux électrodes de stimulation (Faire attention a ce

que le fil et le muscle ne se vrille pas avant de fermer la machoire)

Faire remonter le bain de solution fille (25°C et saturé au mélange carbogéne)

4. Tendre le systeme jusqu’a atteindre la longueur optimale (longueur a laquelle la force passive
n’augmente plus, entre 0.8 et 1.1 cm pour I'EDL et le soléaire).

5. Laisser le muscle dans le bain 5 minutes avant de commencer les tests.

Bain thermostaté et oxygéné

w

Test de Force-Fréquence

Mesurer la force développée les fréquences suivantes toutes les min.

10Hz ; 30 Hz ; 50Hz ; 80Hz ; 120Hz ; 150Hz pour I'EDL

10Hz ; 20Hz ; 50Hz ; 80Hz ; 100 Hz ; 120 Hz pour le soléaire

La plus grande force développée a la plus grande fréquence est dénommée la force maximale ou Po.

Test du fatigue-index

3 minutes apres le dernier test de force, effectuer un test de fatigue a basse fréquence:

50Hz pendant 700ms toutes les 2s avec enregistrement continu sur au moins 5 min.

Le temps mis pour atteindre 50% de la force initiale est dénommé temps limite ou index de fatigue.
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Fiche méthodologique n°5

Dissection des intestins

Préparation : Sujet : Souris et rats
1. Préparer un poste de dissection sur glace (boite remplie de
glace avec une plaque de verre). Matériels :

2. Préparer une seringue avec un cone fixé au bout pour permettre | ¢  Scalpel
le rincage des morceaux d’intestin avec du PBS stérile. Bac rempli de glace

e Ciseaux a dissection
P e Pinces
Préléevement : Boites de oétri
. . A . N ° oltes ae petris
1. Ouvrir 'abdomen de la souris sans abimer les visceres .. P
e  PBSstérile

2. Sortir les visceres de 'abdomen en repérant le bas du colonet | | Seringue de filtration
couper avec un ciseau au plus pres du rectum. e Tips de 200 l

3. Délicatement sortir et dérouler les intestins du colon en | , Cryotubes
remontant jusqu’a I'estomac en retirant le tissu adipeux viscéral | o  azote liquide
adhérant.

4. Couper de part et d’autre du caecum pour séparer le colon de
I'intestin gréle et couper en dessous de I'estomac

5. Placer l'intestin gréle en N afin de repérer les trois fragments d’intéréts : duodénum, jéjunum et
iléon :

6. Chaque portion doit étre a peu prés équivalente en terme de taille. La taille du colon sert de
référence.

Estomac

7. Alaide de la seringue modifiée remplie de PBS, laver I'intérieur de chaque portion d’intestin.
8. Le contenu caecal est conservé en vue de dosages complémentaires.
9. Tous les échantillons prélevés sont congelés dans I'azote liquide et conserver a -80°C.
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Fiche méthodologique n°6

Dosage du glycogéne musculaire et hépatique

Principe :

Le glycogene est la forme de stockage du glucose dans les
organes. C'est un substrat énergétique trés important pour
les efforts physiques de moyenne et longue durée. Cette
méthode adaptée d'Adamo (1998) et Jansson (1981) permet
de doser assez simplement ce glucide complexe.

Préparation :
1. Mettre le bain sec a 100°C.

2. Peser 20 a 40 mg de tissus (noter le poids) dans un tube
Eppendorf de 1.5 ml.

Dosage :
1. Ajouter dans le tube la solution de PCA 6% (4 pl par mg

de poudre dans le tube)
2. Ajouter la solution de HCl 1M (10 pl par mg de poudre
dans le tube). Pipeter assez fort le HCI dans le tube de
maniére a resuspendre au maximum la poudre.
Incuber 2h au bain sec a 100°C.
4. Réfrigérer les tubes 10 min sur glace, puis centrifuger 5
min, 3400 rpm a 4°C.
5. Déposer sur une plaque 96 puits 12 ul de gamme,
échantillon ou H,0 par puit (pour le blanc).
6. Déposer 200 pl de GOD-PAP par puit

w

Organes :
Foie et muscle

Matériel:

Bain sec

Centrifugeuse réfrigérée

Pipettes

Balance de précision

Synergy Microplate Reader (Bio-Tek)
Spatule métallique

Tubes eppendorf 1,5 ml

Cones de 10 / 200 et 1000 pl

Glace pilée ou frigo 4°C

Plaque 96 puits transparente a fond
plat

Solutions:

Acide perchlorique 6% (PCA 6%)
Acide chlorhydrique 1M (HCI 1M)
GOD-PAP

Eau bidistillée

Gamme de glucose préparée dans
de 'eau bidistillée (0.35 a 0.005 g/I).

7. Placer la plaque dans le spectrophotometre. Faire une agitation douce de 5 s puis laisser incuber

30 min a I'abri de la lumiere et a 37°C.

8. Effectuer une lecture a 500 nm, puis répéter la mesure 5 min apres.

Traitement des données :

1. Traitement de la gamme : Faire la moyenne des duplicats/triplicats des puits H,O pour définir le
blanc. Pour chaque point de gamme, faire la moyenne des duplicats/triplicats et en soustraire le
blanc. Et insérer un nuage de points en prenant en compte les concentrations des différents points
de gamme. Définir I’équation de la droite et son R? (R? doit étre supérieur a 0,98).

2. Traitement des échantillons : Pour chaque échantillon, faire la moyenne des duplicats/triplicats et
en soustraire le blanc. Utiliser I'équation de la droite pour définir la concentration de glucose de
I’échantillon =(valeur+y)/x. Ensuite, en déduire le nombre de glycosyl units. La valeur de la
concentration doit étre relativisée par le nombre de gramme de tissus par litre dans la solution
finale (ici 67g/1) par la masse molaire du glucose (160 mol/g) et par le volume de la solution (1l =

1000000 pl), soit la formule : concentration/67/160*100000.
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Fiche méthodologique n°7

Electrophoreése des chaines lourdes de myosine

Principe :
L'électrophorese permet de séparer les différents types
des chaines lourdes de myosine et ainsi de définir la

Echantillon :
Extraits protéiques de muscle

typologie d'un échantillon musculaire. Solutions (détaillées en fiche n°8) :
e Tris-HCl; pH 8,8
Protocole : e Tris-HCl; pH 6,8
1. Réaliser des extraits protéiques musculaires (Derbré, | ¢ [aemmli spécifique voir fiche 8
2011). e Bis-Acrylamide 99:1 (32,32%)

2. Ajouter 240 pl de B-mercaptoéthanol dans 200 ml de | o Tampon interne 1X

tampon interne. e Tampon externe 1X
3. Préparer la cuve d’électrophorése en plagant le | o |RDye® Blue Protein Stain

tampon interne entre les plaques de gel et le tampon
externe a I'extérieur.

4. Ajouter 5 ul de B-mercaptoethanol dans I'aliquot de
495 pl de Laemmli spécifique décongelé.

5. Préparer les échantillons dans des volumes de 10 pl
contenant 6 pg de protéines (nécessité de faire une
dilution au 1/4 ou au 1/6 sur des extraits musculaires).

Gels d'électrophoréses (détaillés en
fiche n°8) :

e Gels de séparation

e Gels de concentration

Matériel d'électrophorese Bio-rad

6. Ajouter 5 ul de Glycérol 40%. Matériel :
7. Ajouter 10 pl de tampon de Laemmli spécifique. e Cuve d'incubation
8. Chauffer les échantillons 5 min a 95°C. e Odyssey Infrared Imaging System
9. Charger les 25 pl dans les puits. e Tubes eppendorff
10. Faire migrer pendant 15 min a 120V puis 19h45 a3 140V | Tips

dans la chambre froide (4°C). e Pipettes
11. Sortir les gels et les rincer 15 min dans I'eau bi distillée

(3 rincages de 5 min). m
12. Incuber les gels pendant 1h dans la solution fluorescente

IRDye® Blue Protein Stain "o S 1
13. Rincer 3 fois*5min avec de I’eau bidistillé puis 1h. - F]‘ S v
14. Révélation sur un révélateur a fluorescence ’ ~ adi

Traitement des données :

L'analyse se fait comme un western blot classique a la différence qu'il n'y a pas de contréle de charge.
Chaque échantillon va étre comparé a lui-méme. Chaque bande d'une chaine lourde de myosine est
relativisée par rapport au signal total. Ainsi, les données sont exprimées en pourcentage comme
illustré ci-dessous.

90 [ Control
a a El HU
80+ HU-IR

MHC distribution (%)
&

BE
-

- ] ab
- il B e

MHCI MHClla MHXIIx MHCIib
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Fiche méthodologique n°8

Solutions et gels de l'électrophoreése des chaines lourdes de myosine

Solutions stock :

Laemmli spécifique
e Tris0.5M:6,4 ml
e SDPS:08¢g
o Glycérol:11¢g
e EDTA:0,1ml
e Bleu Bromophénol : 0,002 g
e 0,2 pl beta-mercaptoéthanol
e  Eau bidistillée : 2,3 ml
e Volume final 20 ml a aliquoter pour congélation

Bis-Acrylamide 99:1 (32,32%) (20 ml)
40 ul Bisacrylamide 2%
15960 pl Acrylamide 40%

Tris-HCI, pH 8.8
e TrisBase:27,23¢g
e Eau bidistillée : 80 ml
e Ajuster le pH 8,8 avec de I'HCI

Tris-HCI, pH 6.8
TrisBase:6 g
Eau bidistillée : 60 ml
Ajuster le pH a 6,8 avec de I'HCI

e (QSP avec de |'eau bidistillée a 150 ml e (QSP Eau bidistillée a 100 ml
TAMPON INTERNE 1X TAMPON EXTERNE 1X

e TrisBase:36,34¢g e TrisBase:6,05g

e Glycine:33,78¢g e Glycine:5,63¢g

e SDS20%:15ml e SDS20%:2,5ml

® (QSP avec de I'eau bidistillée a 11 e (QSP avec de I'eau bidistillée a 11
Référence des produits :
e 928-40002 IRDye® Blue Protein Stain (LICOR) Q 1
e Bisacrylamide 2% solution (Sigma- M1533) - ‘: e
e Acrylamide 40% (Sigma- A4058) ’ i
Gels d'électrophorése :

e Coulerle gel entre les plaques

Préparation du gel de séparation (7,5%) pour 2 gels de 1,5mm de verre en remontant

e 2154 ul d'Eau Bidistillée

e 2880 ul de Tris-HCl 1.5M 8,8

e 11,34 ml de Glycérol 99,5%

2160 ul de Glycine 1M

432 ul de SDS 20%

6246 ul de Bis-Acrylamide 99:1 (32,32%)
324 ul d'APS 10%

o 16 ul de TEMED

jusqu'a 0,5 cm du peigne
Ajouter de l'eau bidistillée
avec une pipette pasteur
pour faire disparaitre les
bulles et de maniere a
obtenir une surface plane
Apreés polymérisation,
enlever I'eau bidistillée

Préparation du gel de concentration (4,5%) pour 2 gels de 1,5mm

o 2584 ul d'Eau Bidistillée

e 1008 ul de Tris-HCI 0.5M 6,8

e 3,4 mlde Glycérol 99,5%

o 288 ul d'EDTA 0,2M pH 7

144 ul de SDS 20%

1044 ul de Bis-Acrylamide 99 :1 (32,32%)
108 ul d'APS 10%

5,5 ul de TEMED
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e Couler le gel entre les
plagues de verre en
remontant jusqu'en haut des
plagues puis ajouter le
peigne

e Apres polymérisation, retirer
les peignes et rincer les puits
avec une picette d'eau
bidistillée.
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Fiche méthodologique n°9

Extraction d'ADN génomique bactérien d'origine fécale

Principe :

Cette technique permet

I’étude des écosystémes bactériens et leur

qguantification. En effet, pour obtenir 'abondance des différentes familles
bactériennes dans un prélevement de selles, il est nécessaire d’effectuer
I’extraction d’ADN génomique bactérien. Cette technique est une adaptation
du kit G’Nome (MPBio) (Furet et al., 2009).

Protocole : Préparation du lysat bactérien

1.
2.
3.

LN WU

10.
11.
12.

13.
14.

15.

16.

17.
18.

19.

20.

21.
22.

23.
24,
25.

Peser entre 40 et 200 mg de selle dans le tube de 2 ml a vis.
Homogénéiser en ajoutant 600 ul de Cell suspension solution
Ajouter 100 pl de Cell lysis/denaturating solution,
vigoureusement 30 s au vortex.

Incuber 30 min a 55°C dans le thermomixeur a 900 rpm (préparer le PVPP
pour étape 9).

mélanger

Sujets :
Souris,
humains

Rats,

Echantillon :

Selle ou contenu
caecal (entre 40 et
200 mg)

Matériel :
Détaillé en fiche
n°10

Ajouter 25 ul de Protease mixx (stocké a 4°C) et homogénéiser au vortex

Incuber 120 min a 55°C sous agitation 900 rpm. Solutions :
Ajouter 750 ul de billes de verre 0.1mm Détaillées en fiche
Mettre les échantillons 3 fois 20 sec. dans un fast-prep. n°10

Kit G’'Nome Bio101
(MP Bio research

Centrifuger 15-20 s (pour enlever la mousse), ajouter entre 15 mg (maxi
20 mg) de PVPP dans chaque tube et bien homogénéiser au vortex

pendant 30 sec.

Centrifuger 3 mina 20000 g

Récupérer le surnageant dans un nouveau tube eppendorf stérile (2.2 ml)
Ajouter 400 pl de TENP (stocké a 4°C) sur le culot et bien homogénéiser au vortex (retourner le
tube pour remettre le culot en suspension) puis centrifuger 3 min a 20 000g. Cette étape est
renouvelée 3 fois.

Pooler les surnageants avec le premier obtenu étape 10.

Centrifuger 3 min a 20000 g la totalité des surnageants récupérés pour éliminer les derniéres billes
en suspension, le volume total est d’environ 1500 pl.

Extraction d’ADN bactérien
Prélever 750 pl de surnageant dans un nouveau tube eppendorf stérile de 2,2 ml, et conserver le
reste a -20°C jusqu’a validation des résultats de quantifications des bactéries par PCR quantitative.
Ajouter 1 ml d’lsopropanol froid (stocké a -20°C) et mélanger délicatement par retournement.
Laisser 10 min a -20°C. Centrifuger 5 min a 20 000g, vider le surnageant.
Sécher le culot au speed vac 5 min, ou sous la sorbonne.
Reprendre le culot d’ADN dans 400 pl d’H,0 de qualité biologie moléculaire (laisser toute la nuit a
+4°C).
Précipitation des protéines : Ajouter 100 pl de « salt-out » mixture, mélanger par retournements
et placée dans la glace pendant 10 min. Centrifuger 10 min a 20 000 g. Remettre le surnageant
dans un nouveau tube eppendorf stérile de 2.2 ml.
Ajouter 1.5 ml d’éthanol 100% froid (stocké a -20°C) et mélanger délicatement par retournements.
Laisser 5 min a température ambiante.
Centrifuger 5 min a 20 000 g. Eliminer le surnageant.
Reprendre le culot d’ADN dans 1 ml d’éthanol 70%, agiter au vortex. Centrifuger 5 min a 20 000 g.
Eliminer le surnageant. Sécher le culot au speed vac 5 min
Reprendre le culot avec 100 pl de tampon TE (laisser a 4°C toute la nuit).
Ajouter 50 ul de RNase du mix, incuber 30 min a 55°C au thermomixeur a 300 rpm.
Les échantillons sont dilués au 1/10000 pour quantification par Q-PCR « all-bacteria » et conserver
a-20°C.
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Fiche méthodologique n°10

Matériel et solutions pour I'extraction d’ADN bactérien d'origine fécal

Matériel :

e Centrifugeuse non réfrigérée avec rotor permettant de tourner a 20000 g des tubes eppendorf de
1.50u2.2 ml.

e Speed-Vac concentrator

e Bead-Beater™ (Amalgateur)

o Tubes stériles : de type eppendorf 2.2 ml et Tube bouchon a vis de 2 ml

o Billes de verre 0.1 mm (Grosseron ref : B033108)

e Cures dents stériles

o Poubelles de paillasse avec sac jetable

Solutions et réactifs :

Préparation des solutions
e EDTA pH 8, 0.5M (chauffer pour dissoudre) | e Tris-HCl pH 8, 1M

o MM:372.2 g.mol? o MM:121.1 g.mol?
o Peser 9.305 g pour 50 ml d’'H;0O o Peser 6.05 g pour 50 ml d’H,0 stérile
stérile o Ajuster pH avec HCl concentré

o Ajuster pH avec NaOH

e TENP (50 mM Tris pH 8, 20 MM EDTApH 8, | ¢ NaCl5M
100 mM NacCl, 1 % PVPP) o MM :58.44 g.mol™

o 20 ml d’H,0 stérile o Peser 14.61 g pour 50 ml d’H,0

o 1.5mlde Tris-HCl pH 8, 1M stérile

o 1.2 mld’EDTA pH 8, 0.5M

o 0.6 mlde NaCl5M

o 0.3 gdePVPP

Réactifs (chimique et biologique)
e Kit G’'Nome Bio101 MP Bio ref : 2010-600: | ¢ PVPP (PolyVinylPolyPyrrolidone) Sigma

o Cell Lysis/denaturating Solution e Isopropanol (stocké a -20°C)
o RNase Mixx e Ethanol 100% (stocké a -20°C)
o Protease Mixx e Ethanol 70% (stocké a -20°C)
o Salt-Out Mixture e Tampon TE 1X (Tris 10 mM pH 8.0 —EDTA 1
o Cell Suspension Solution mM)
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Fiche méthodologique n°11

Extraction d'’ADN musculaire et dosage de I'ADN mitochondrial

Principe :

Extraction d’ADN total de muscle de souris par une lyse suivie
par une étape phénol-chloroforme puis d’une quantification
relative de I’ADN mitochondrial par rapport a ’ADN génomique.

Extraction d’ADN total :

1.

wN e W

10.
11.
12.

13.

Préparer le mix protéinase K et tampon de lyse « Direct PCR
lysis tail » en respectant un volume de 250 pl de tampon et
1 ul de protéinase K pour 10mg de poudre de muscle
Ajouter 250 pl de ce mix dans chaque tube

Digestion au bain marie 55°C toute la nuit sous agitation.
Placer les tubes au bain sec a 85°C pendant 45 minutes.
Centrifuger 10 s afin de culoter les débris au fond du tube.
Transférer le surnageant (contenant ’ADN) dans un tube
Eppendorf de 1.5 ml

Ajouter 1 volume de solution phénol:chloroforme:alcool
isoamylique (25:24:1) et vortexer.

Centrifuger 5 min a 16000 g

Prélever la phase supérieure (contenant I’ADN)

Ajouter 'acétate d’ammonium 7.5M (0.5 fois le volume de
phase supérieure)

Précipiter I’ADN en ajoutant 2.5 volumes d’éthanol 100%,
homogénéiser doucement et placer a -20°C toute la nuit.
Centrifuger 4°C, 30 min a 16000 g et laver le culot 3 fois avec
150 ul d’éthanol 70%.

Laisser sous hotte le culot sécher pendant 15 minutes.

Reprendre le culot avec 200 ul d’eau qualité biologie moléculaire.

Echantillon :
Poudre de muscle cryobroyé

Réactifs :

Solution mére de protéinase K :
Qbiogene, réf: PROTK500 ou
Dutscher Réf : 091553.

Aliquots de 20 pl conservés a —
20°C a 50 mg/ml, dilution dans
H20 milliQ.

Tampon de lyse: Viagen
Euromedex « Direct PCR lysis
tail » Réf : 102-T

Acétate d’ammonium 7.5M:
pour 20 ml, peser 11.56 g
d’acétate d’ammonium, ajouter
10 ml d’H20 distillée, vérifier que
le pH est de 7, ajuster le volume
a 20 ml puis filtrer sur un filtre de
0.22 um.

Ethanol 100%, Ethanol 70%, Eau
qualité biologie moléculaire
Solution de Biophenol
/chloroform [isoamylic
alcohol : Quantum Appligen ref :
PHECO001-partA

Mesurer la quantité d’ADN sur spectrophotométre, sachant qu’1 unité de DO2gom = 50 pg/ pl d’ADN

et que le rapport A260/A280 doit étre compris entre 1.7 et 1.9.

Conserver les ADN a -20°C.

Dosage de I'ADN mitochondrial :

1.

Par PCR quantitative, on réalise la quantification de I’ADN mitochondrial par mesure de deux génes
mitochondriaux (ND2 et ND5) relativement a un gene de référence de I’ADN génomique (ATP5b).

Les amorces utilisées sont listées dans le tableau ci-dessous :

Géne Espece Référence Forward (5'-3') Reverse (5'-3')
ATP5b Mouse NC_000076 GTTTGCTGAAGCCACACTCA | CATGATTCTGCCCAAGGTCT
ND2 Mouse NC_005089.1 AAGGGATCCCACTGCACATA | AGTCCTCCTCATGCCCCTAT
ND5 Mouse NC_005089.1 ATAACCGCATCGGAGACATC | GAGGCCAAATTGTGCTGATT

2.

Les résultats sont exprimés en 224 en utilisant la moyenne des Ct de ND2 et ND5 avec ATP5b

comme gene de référence.
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Fiche méthodologique n°12

Récapitulatif des oligonucléotides (5’-3’) utilisés dans le cadre d'analyses par QPCR

SOURIS
Fonction ‘ Géne Référence ‘ Forward Reverse
MUSCLE SQUELETTIQUE
Igf-1 XM_006513261.2 AGCAGCCTTCCAACTCAATTAT GAAGACGACATGATGTGTATCTTTATC
:l?c:tnéci’;:; FoxO3a XM_006512806.1 GGAAATGGGCAAAGCAGA AAACGGATCACTGTCCACTTG
Murf1 (Trimé63) NM_001039048.2 TCCTGCAGAGTGACCAAGG GGCGTAGAGGGTGTCAAAC
Inflammation Trif (Ticam1) NM_174989.4 CAGCTCAAGACCCCTACAGC CTCCCACACAGCCTCGTC
TraTisp’?;’;tsdes CD36 NM_001159557.1 CAGATCCGAACACAGCGTAG GCGACATGATTAATGGCACA
Métabolisme Cpt1 NM_009948.2 CATCCCAGGCAAAGAGACA AAGCGACCTTTGTGGTAGACA
mitochondrial Nrf-1 NM_001164226 GGTGGGGGACAGATAGTAGTCT ATGCTCACAGGGATCTGGAC
ILEON
Métabolisme
du glucose et Fiaf (Angptl4) NM_020581.2 GGGACCTTAACTGTGCCAAG GAATGGCTACAGGTACCAAACC
des lipides
Myd88 NM_010851.2 GCCTTGTTAGACCGTGAGGAT CTAAGTATTTCTGGCAGTCCTCCT
Inflammation Tir4 NM_021297.3 GGACTCTGATCATGGCACTG CTGATCCATGCATTGGTAGGT
Nf-xB NM_008689.2 TGAGGACGGGGTATGCAC TCACATGAAGTATTCCCAGGTTT
ReceZtAe;;S des Lat-1 NM_011404.3 ATGTGGCTCCGATTCAAGA GGAGGGCCAGATTCACCT
Récepteur des
acides gras a Gpr40 (Ffarl) NM_194057.2 AGGCGCTCTCCTCACACTC CTAGCCACATTGGAGGCATTA
chaine courte
Récepteur des
ac“:ﬁ;i r:S a Gpr41 (Ffar3) NM_001168509.1 TGCTCTGAAGAAGCCAATCA TTCTCCTCTGGTCCAGTGCT
moyenne
Récepteur des
acides gras a Gpr120 (Ffar4) NM_181748.2 TTGGTGTTGAGCGTCGTG CCAGCAGTGAGACGACAAAG
chaine longue
Transporteur Sglt1 NC_000071.6 CTGGCAGGCCGAAGTATG TTCCAATGTTACTGGCAAAGAG
du glucose
GENES DE MENAGE
Geénes de Arp (Rplp0) NM_007475.5 ACTGGTCTAGGACCCGAGAAG TCCCACCTTGTCTCCAGTCT
référence a-Tubulin NM_011653.2 CTGGAACCCACGGTCATC GTGGCCACGAGCATAGTTATT
RAT
Fonction | Géne Référence ‘ Forward Reverse
MUSCLE SQUELETTIQUE / FOIE / RATE
Inflammation l IL-6 NM_012589.2 | TCCGCAAGAGACTTCCAGC GTCTGTTGTGGGTGGTATCCTCT
FOIE
Génes C-Reactive NM_017096.3 AGGCTTTTGGTCATGAAGACATG CTTCGGCTCACATCAGCGT
dépendants de Protein
la voie Haptoglobine NM_012582.2 AACACTTGGTTCGTTATCGCTG CCACACACTGCCTCACACTTG
JAK/STAT-3 Hepcidin NM_053469.1 CTGCAGCCTTGGCATGG CAGCAGCGCA CTGTCATCA
GENE DE MENAGE
Gapdh NM_017008.4 GGTCGGTGTGAACGGATTTG CGTGGGTAGAGTCATACTGGAACA
Geénes de Hprt1 XM_008773659.2 CTGATTATGGACAGGACTGAAAGAC CCAGCAGGTCAGCAAAGAACT
référence Rpl4 NM_022510.1 CGAGCACCACGCAAGAAGAT ATTCCTAGCCTGGCGGAGAA
RPL19 NM_031103.1 CAATGCCAACTCTCGTCAACAG CATCCAGGTCACCTTCTCGG
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Fiche méthodologique n°13

Récapitulatif des anticorps utilisés dans le cadre d'analyses par Western-Blot

SOURIS
Fonction Protéine Poids moléculaire Référence Source Dilution
(kDa)

MUSCLE SQUELETTIQUE
4EBP1 17 Cell Signaling, 9644 lapin 1:1000
p-4EBP1Th37/46 17 Cell Signaling, 2855 lapin 1:1000
RPS6 32 Cell Signaling, 3944 lapin 1:1000
::Ic::e(:;ﬁ; p-RPSE51235/236 32 Cell Signaling, 4856 lapin 1:1000
PRAS40 40 Cell Signaling, 2691S lapin 1:1000
p-PRAS40QT246 40 Cell Signaling, 13175S lapin 1:1000
LC3b 14 Cell Signaling, 3868 lapin 1:1000
i . AMPKa 62 Cell Signaling, 5832 lapin 1:1000
Stress €nergetique p-AMPKaHR172 62 Cell Signaling, 2535 lapin 1:1000
Métabolisme PGC-1a 105 Calbiochem, 516557 lapin 1:1000

mitochondrial COX IV 17 Santa Cruz, sc-69360 Souris 1:200
RAT
Fonction Protéine Poids moléculaire Référence Source Dilution
(kDa)

MUSCLE SQUELETTIQUE
4EBP1 15-20 Cell Signalling, 9452 lapin 1/1000
p-4EBP1- 15-20 Cell Signalling, 2855 lapin 1/1000

Thr37/46
::J:;;ﬁ; AKT 60 Cell Signalling, 9272 lapin 1/1000
p-AKT-Ser473 60 Cell Signalling, 9271 lapin 1/1000
Ubiquitine profil Cell Signalling, 3933 lapin 1/1000
FOIE

ERK1-2 42 Cell Signalling, 9102 lapin 1/1000
ThfzgsKlerzz 04 42 Cell Signalling, 9101 lapin 1/1000
d‘é"lget':;:s::’igti::n SMADS 60 Cell Signalling, 9517 lapin 1/1000
d'hepcidine p'sse'\r"gg}ﬁ/s& 60 Abcam, ab92698 lapin 1/1000
STAT3 88 Cell Signalling, 9132 lapin 1/1000
p-STAT3-Tyr705 88 Cell Signalling, 9131 lapin 1/1000

CONTROLE DE CHARGE
Controle de Actine 37 Sigma Aldrich, A2172 Souris 1/700
charge HSC70 70 Cell Signalling, 9271 Souris 1/1000
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Laboratoire Mouvement Sport Santé (M2S) 35000 Rennes - FRANCE
Université Rennes 2 (+33)6 9833 5203
FRANCE kevin.nay@inra.fr
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Education
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Le fer et le microbiote intestinal : deux nouvelles cibles pour améliorer les
capacités fonctionnelles et musculaires en condition d'hypoactivité

Mots clés : Protéosynthése — Dysbiose — Fatigue Musculaire — Propriétés Contractiles

Résumé : L'hypoactivité est caractérisée
par une absence de contraintes sur le systéme
musculo-squelettique. Il est aujourd'hui reconnu
que les astronautes en impesanteur ainsi que
les personnes hospitalisées et/ou alitées
subissent ce phénomeéne. Ceci ayant pour
conséquence de diminuer leurs capacités
fonctionnelles en altérant  notamment la
fonction musculaire et le transport d'oxygéne.
Afin d’améliorer la santé des astronautes en
mission tout comme la prise en charge des
patients alités, il apparait nécessaire de mieux
comprendre  I'étiologie  des  altérations
physiologiques induites par [I'hypoactivité.
Présentant des interactions potentielles avec le
muscle squelettique, le métabolisme du fer et le
microbiote intestinal constituent des cibles
innovantes pouvant jouer un rbéle dans ces
altérations. L'objectif de ce travail de thése est

d'étudier les relations existantes entre
microbiote intestinal, fer et muscle squelettique
en condition d'hypoactivité et d'en décrire les
mécanismes sous-jacents. En s'appuyant sur
des modeles animaux et humains, nos travaux
mettent en évidence une redistribution du fer
dans l'organisme du sujet hypoactif, provoquée
en grande partie par une augmentation de la
synthése  d’hepcidine.  Travail  princeps
démontrant un impact de la modulation du
microbiote intestinal sur 'endurance du muscle
squelettique, nos résultats pointent le
métabolisme du glucose comme un acteur
potentiel, alors que des indices de dysbiose en
condition  d’hypoactivit¢  sont  suggérés.
L’ensemble de ce travail ouvre sur de nouvelles
contre-mesures et stratégies thérapeutiques
innovantes dans la prise en charge de la santé
des astronautes et des patients alités.

I[ron and gut microbiota: new targets to prevent functional and muscle decline

due to hypoactivity

Keywords : Proteosynthesis — Dysbiosis — Muscle Fatigue — Contractile Property

Abstract : Hypoactivity is characterized
by a lack of mechanical constraints on the
musculoskeletal system, and affects a wide
range of individuals, from bedridden and
hospitalized patients, to astronauts subjected to
hypoactivity. Specifically, hypoactivity reduces
functional abilities by altering, among others,
muscle function and oxygen transport. To
improve astronauts’ health during and after
missions, or bedridden patients’ care,
understanding its underlying mechanisms is
necessary. Since they seem to interact with
skeletal muscle, iron metabolism and gut
microbiota could play a key role in functional
disorders related to hypoactivity. The aim of this
PhD thesis was to study the crosstalk between

gut microbiota, iron and skeletal muscle during
hypoactivity and to identify the underlying
mechanisms. Based on animal and human
models, our work highlights that iron
misdistribution occurs during hypoactivity,
especially due to hepcidin upregulation. By
demonstrating for the first time the effect of gut
microbiota on skeletal muscle endurance, our
results support that glucose homeostasis plays
a key role in this mechanism. Furthermore,
some indicators of gut dysbiosis are suggested
in hypoactivty. Our work opens promising and
innovative countermeasures for therapeutic
strategies destined to improve astronauts’
health and patients’ care.
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