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Titre : Etude de différents protocoles d’exercice chez la souris et dans un modèle préclinique de lésion 

médullaire cervicale 

Mots clés : Locomotion-lésion médullaire-Plasticité-Inflammation-Infection 

Résumé : Un traumatisme de la moelle épinière est un événement qui laisse la plupart des patients affaiblis 

ou paralysés tout au long de leur vie. Lors d’une lésion dans la région haute de la moelle épinière, l'insuffisance 

respiratoire est une complication courante et responsable d’une proportion importante de la morbidité et de 

la mortalité des patients blessés médullaires. Les seuls traitements disponibles de cette insuffisance 

respiratoire sont la ventilation mécanique et la stimulation du nerf phrénique. Les programmes de 

réentrainement à l’effort contribuent à l’amélioration de la forme physique et à la réduction des complications 

de santé à long terme des patients blessés médullaire. La possibilité de reproduire la récupération post-

traumatique de la lésion médullaire par une intervention thérapeutique dans les modèles animaux, aide à 

mieux comprendre les mécanismes sous-jacents menant à ces améliorations durables. Ainsi, mes travaux de 

thèse ont consisté à étudier l’intérêt de l’exercice physique avec deux objectifs : 1) utiliser un programme 

d’exercice physique modéré après traumatisme de la moelle épinière cervicale chez la souris pour déterminer 

son effet au niveau de la récupération fonctionnelle respiratoire et motrice ; et, 2) investiguer l’impact de 

l’exercice physique intense sur les réponses inflammatoires dans le tissu musculaire et les défenses 

antiinfectieuses respiratoires chez la souris saine. Dans la première partie de ces travaux de thèse a consisté 

faire une étude sur le rôle d’un programme d’entrainement physique de faible intensité de 6 semaines dans 

la physiopathologie de la lésion médullaire haute chez la souris. Pour cela, nous développons un modèle 

d'hémisection spinale cervicale entrainant une insuffisance motrice et respiratoire chez la souris dans le but 

d'étudier les mécanismes impliqués dans la restauration après lésion. Nos données montrent que 

l'entrainement physique de faible intensité pourrait être une bonne stratégie non invasive afin de maintenir 

la plasticité des muscles locomoteurs et respiratoires après une lésion de la moelle épinière cervicale. 

Cependant, 6 semaines d'exercice de faible intensité n’améliorent pas l’activité électromyographique du 

diaphragme affecté et n’aboutissent pas à la récupération fonctionnelle respiratoire. Nous avons émis 

l’hypothèse de l’implication de la voie du facteur de transcription Nrf2. Des données disponibles dans la 

littérature montrent que le Nrf2 participe à la récupération motrice dans des modèles de contusion chez le 

rat blessé médullaire. En revanche, l’effet de Nrf2 dans des modèles d’hémisection au niveau cervicale n’avait 

pas encore été investigué. Nos résultats préliminaires montrent une tendance à une récupération minimale 

de la capacité des courses même à 51 jours après lésion dans le groupe Nrf2 KO sédentaires. Après 6 semaines 

d'entrainement, la capacité de course était plus élevée dans les groupes entraînés y compris dans le groupe 

entrainé Nrf2 KO. La récupération de l’activité éléctromyographique diaphragmatique chez la souris Nrf2 KO 

sédentaire se montre limitée en comparaison avec les souris sauvages sédentaires. En contrepartie, dans le 

groupe Nrf2 KO soumis à 6 semaines d’exercice physique modérée, nous observons une tendance d’une 

meilleure récupération fonctionnelle respiratoire. Dans la deuxième partie de ces travaux de thèse, nous avons 

pu établir un protocole d’exercice suffisamment stressant au niveau de la capacité physique pour engendrer 

une altération de la réponse bactéricide des macrophages alvéolaires. D'autres expériences sont nécessaires 

pour déterminer à quels temps l’inflammation induite par ce protocole d’exercice pourrait s’installer dans les 

muscles squelettiques. L’ensemble de nos résultats suggère que l’utilisation de l’exercice physique est une 

bonne stratégie pour investiguer les mécanismes d’adaptation au stress dans des situations physiologiques 

et pathologiques. 
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Title: Study of different exercise protocols in mice and in a preclinical model of cervical spinal cord injury 

Keywords : Locomotion-Spinal cord injury-Plasticity-Inflammation-Infection 

Abstract: Cervical spinal cord injury results in permanent life-altering motor and respiratory deficits. Other 

than mechanical ventilation for respiratory insufficiency secondary to cervical SCI, effective treatments are 

lacking and the development of animal models to explore new therapeutic strategies are needed. The 

stimulation of fore/hindlimb muscles by rehabilitation exercise is used as a strategy to enhance stepping ability 

and respiratory recovery post cervical spinal cord injury in both animal models and clinical studies. Thus, my 

thesis work consisted in studying the interest of physical exercise with two objectives: 1) to use a low-intensity 

physical exercise program after cervical spinal cord injury in mice to determine its effect on the respiratory and 

motor functional recovery. In the first part of this thesis, the aim was investigating the impact of cervical spinal 

cord injury on locomotor/respiratory plasticity and recovery followed by 6 weeks in mouse model. We 

developed a model of cervical spinal hemisection leading to motor and respiratory deficit in mice. Our data 

show that low-intensity physical training may be a good non-invasive strategy to maintain plasticity of 

locomotor and respiratory muscles after cervical spinal cord injury. However, 6 weeks of low-intensity exercise 

does not improve electromyographic activity of the affected diaphragm and does not result in respiratory 

functional recovery. In addition, we hypothesized the involvement of the Nuclear factor erythroid 2-related 

factor 2 (Nrf2). Data available in the literature show that Nrf2 participates in motor recovery in models of 

contusion in rats. In contrast, the effect of Nrf2 in models of cervical hemisection had not yet been investigated. 

Our preliminary results show a tendency for minimal recovery of running ability even at 51 days post injury in 

the sedentary Nrf2 KO group. Six weeks of training, recovery running capacity in the trained groups including 

the Nrf2 KO trained group. The recovery of electromyography diaphragmatic activity in sedentary Nrf2 KO 

mice appears to be limited in comparison with sedentary no injured mice. This preliminary result suggest that 

Nrf2 plays a possible role in respiratory recovery following cervical spinal cord injury. On the other hand, in 

trained Nrf2 KO group, 6 weeks of low-intensity physical exercise appear enhance respiratory functional 

recovery. This shows us that despite the ablation of Nrf2, aerobic exercise may contribute, by other ways, to 

functional respiratory recovery. In the second part of this thesis work, we were able to establish an exercise 

protocol that was stressful enough in terms of physical capacity to cause an alteration in the bactericidal 

response of alveolar macrophages. More experiments are needed to determine what times the inflammation 

induced by this exercise protocol might take hold in the skeletal muscles. All of our findings suggest that the 

use of physical exercise is a good strategy to investigate the mechanism of stress adaptation in physiological 

and pathological situations. 
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PREAMBULE 

L’exercice physique est devenu un outil clé pour étudier in vivo les mécanismes 

neuronaux entraînant des améliorations motrices suite à une lésion médullaire.  

Un traumatisme de la moelle épinière est un événement qui laisse la plupart des patients 

affaiblis ou paralysés tout au long de leur vie en raison de la capacité limitée du système 

nerveux central à guérir et du nombre restreint d'options thérapeutiques actuellement 

disponibles. Lors d’une lésion dans la région haute de la moelle épinière, l'insuffisance 

respiratoire est une complication courante (1, 2) et responsable d’une proportion 

importante de la morbidité et de la mortalité des patients blessés médullaires (3). Les 

seuls traitements disponibles de cette insuffisance respiratoire sont la ventilation 

mécanique et la stimulation du nerf phrénique (3). Après lésion médullaire, le 

réentrainement à l’effort permet d’activer les circuits neuronaux de manière localisée 

(muscles striés squelettiques des membres) ou plus générale (muscles des membres et 

muscles respiratoires). Le réentrainement physique renforce les muscles utilisés, 

stimule la rétroaction afférente et stimule la plasticité neuronale (4, 5). Les programmes 

de réentrainement à l’effort contribuent à l’amélioration de la forme physique et à la 

réduction des complications de santé à long terme des patients blessés médullaire. La 

possibilité de reproduire la récupération post-traumatique de la lésion médullaire par 

une intervention thérapeutique dans les modèles animaux, aide à mieux comprendre 

les mécanismes sous-jacents menant à ces améliorations durables. Une des stratégies 

est l’activation du facteur de transcription Nrf2. Considéré comme un grand protecteur 

de multiples organes, cette protéine est considérée comme neuroprotectrice dans 

plusieurs maladies neurodégénératives comme la maladie d'Alzheimer et la maladie de 

Parkinson et lors des lésions médullaires. 

Dans un autre contexte, l'adoption d'un régime d'exercice est souvent une stratégie 

précoce pour inverser ou prévenir la progression des maladies. Les effets bénéfiques 

de l'exercice sont le résultat de sa capacité à induire des modifications du métabolisme, 

du tonus cardiovasculaire et de la fonction pulmonaire. Cependant, un exercice excessif 

qui épuise la réserve adaptative du corps, ou la capacité à répondre positivement à un 

stimulus d'entraînement, peut être dommageable. Ainsi, des études ont démontré qu’il 

est très important de prendre en compte la charge de l’exercice (durée, intensité et 

fréquence) pour obtenir des bénéfices sur la santé. L’exercice physique à très haute 

intensité pourrait affaiblir le système immunitaire (7). L’immunosurveillance est une 

réponse qui participe à l’adaptation induite par exercice physique. Plusieurs données 

suggèrent que la pratique de l’exercice physique de charge modérée pourrait protéger 

un individu contre les infections des voies respiratoires hautes, tandis qu'un exercice 
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prolongé de haute intensité augmenterait le nombre d'épisodes infectieux (6). Le 

mécanisme immunologique à l'origine de la sensibilité accrue aux infections des voies 

respiratoires supérieures après un exercice physique intense est mal connu (7). Dans ce 

contexte, il serait intéressant de tester l’effet de plusieurs types d’exercice de haute 

intensité sur l’inflammation et les défenses immunitaires chez la souris 

Au sein du laboratoire où j’ai effectué mon travail doctoral, nous développons des 

stratégies pour le traitement de l’insuffisance respiratoire consécutive à une lésion 

médullaire. Nous étudions également le rôle de l’inflammation, du stress oxydant (e.g., 

recrutement des macrophages et activation de la microglie) à des fins thérapeutiques. 

Durant mes 3 ans de travail de thèse, j’ai ainsi étudié l’intérêt de l’exercice physique 

avec deux objectifs : 1) utiliser un programme d’exercice physique après un 

traumatisme de la moelle épinière cervicale chez la souris pour déterminer son effet au 

niveau de la récupération fonctionnelle respiratoire et motrice; et 2) investiguer 

l’impact de l’exercice physique exagéré sur les réponses inflammatoires dans le tissu 

musculaire et les défenses anti-infectieuses respiratoires chez la souris saine. 
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-A- 

 Etude de l’intérêt de l’exercice physique dans la 

récupération fonctionnelle locomotrice et respiratoire 

chez la souris blessée médullaire haute 
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1 GENERALITES 

1.1 Lésion médullaire 

Un traumatisme de la moelle épinière est un événement qui laisse la plupart des 

patients affaiblis ou paralysés tout au long de leur vie en raison de la capacité limitée 

du système nerveux central à guérir et du nombre restreint d'options thérapeutiques 

disponibles jusqu'à aujourd'hui.  

1.2 Anatomie de la moelle épinière 

La moelle épinière constitue la région la plus caudale de la structure du système 

nerveux central. Chez l'adulte, sa longueur peut varier entre 43 et 45 cm segmentée en 

parties : cervicale (8 segments), thoracique (12 segments), lombaire (5 segments), 

sacrée (5 segments) et coccygienne (1 segment) (8). Certaines variations existent entre 

souches et / ou espèces. Chez la souris, il existe généralement 7 segments cervicaux, 

13 segments thoraciques, 6 segments lombaires et 4 segments sacrés ainsi qu’une 

longue série de segments plus caudaux correspondant à la queue (9).  

Chez toutes les espèces, chaque segment vertébral est associé à une paire de nerfs 

(et de racines) situés bilatéralement. Chaque paire de nerfs est fonctionnellement 

divisée en deux : une partie dorsale constituée de fibres sensorielles pénétrant dans la 

moelle épinière par une racine dorsale bilatérale, et une partie ventrale, constituée de 

fibres motrices émergeant de la moelle épinière bilatéralement (8). Plusieurs couches 

de tissus protecteurs appelés méninges entourent la moelle épinière : la dure-mère, 

l'arachnoïde et la pie-mère. La moelle épinière est organisée en matière blanche et grise 
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(Figure 1). Le rôle principal de la matière blanche est essentiellement de véhiculer des 

informations entre neurones (corps cellulaires dans la matière grise) de la moelle 

épinière ou du cerveau (10, 11). Elle est composée de cellules gliales (des 

oligodendrocytes formant des feuilles de myéline) ainsi que des faisceaux de fibres 

nerveuses (axones myélinisés) formant plusieurs voies (12). La matière grise, plus 

centralement située dans la moelle épinière, se caractérise par sa forme de papillon, qui 

contient des astrocytes et des oligodendrocytes, des synapses, des capillaires, et les 

cellules non myélinisées (corps cellulaires et dendrites) ainsi que des noyaux 

parasympathiques et des arcs réflexes (8). 

Les voies ascendantes fournissent des signaux sensoriels associés avec le sens de la 

douleur, de la température, du toucher, de la pression, de la proprioception, et les 

vibrations à différentes structures cérébrales (par exemple thalamus, cervelet), alors 

que les voies descendantes transportent des informations motrices du cerveau vers la 

moelle épinière. La voie réticulospinale envoie des projections à tous les niveaux de la 

moelle épinière pour le contrôle autonome des fonctions cardiovasculaires et 

respiratoires, la locomotion, l’éjaculation, la miction et la défécation. De plus, la moelle 

épinière dispose d’un système qui participe au contrôle des muscles du cou et de la 

position de la tête. Ce système nommé le tractus vestibulospinal médial est l'un des 

tractus rachidiens descendant du funicule ventromédial de la moelle épinière. Il ne se 

trouve que dans la colonne cervicale et au-dessus. La partie médiale du tractus 

vestibulospinal est la partie la plus petite et principalement constituée de fibres du 

noyau vestibulaire médial. Ce noyau se projette bilatéralement le long de la moelle 
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épinière et déclenche dans la corne ventrale des circuits cervicaux spinaux, en 

contrôlant notamment les motoneurones inférieurs associés au nerf spinal accessoire 

(CN XI) (9). Ce dernier innerve le muscle sterno-cléido-mastoïdien et le faisceau 

supérieur du muscle trapèze. 

 

1.3 Incidences des lésions médullaires 

En 2016, les lésions de la moelle épinière ont une incidence de 130 cas par million 

de personnes et par an dans le monde (13). En outre, 50% des cas sont le plus souvent 

causés par des accidents de la voie publique (14). Les résultats cliniques dépendent de 

la gravité et de l'emplacement de la lésion qui peuvent inclure une perte partielle ou 

complète de la fonction sensorielle et / ou motrice en dessous du niveau de blessure. 

Figure 1: Illustration simplifié d’une section transversale de la moelle épinière et ses 

connexions avec le muscle squelettique d’après Johnson et collaborateurs (10). 
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Les lésions thoraciques inférieures peuvent provoquer une paraplégie tandis que les 

lésions au niveau cervical sont associées à la quadriplégie (15). En ce qui concerne le 

niveau de la lésion médullaire, l’endroit le plus communément affecté est la région 

cervicale, plus particulièrement au niveau du segment métamérique C5 (16). Les 

patients atteints d’une lésion médullaire, survivent souvent à ces blessures 

traumatiques pendant plusieurs décennies (17). Les patients qui ont besoin d'un fauteuil 

roulant pour les activités quotidiennes ont environ 75% d'espérance de vie normale, 

tandis que les patients qui n'ont pas besoin de fauteuil roulant et de cathétérisme vésical 

peuvent avoir une espérance de vie plus élevée, jusqu'à 90% d'un individu normal (18). 

Cependant, l'espérance de vie des personnes atteintes de lésion médullaire dépend 

fortement du niveau de la blessure et des fonctions préservées (18). D’après une méta-

analyse réalisée par Kang et ses collaborateurs (en 2018), il a été observé que le coût 

de la vie d'un patient atteint d’une lésion médullaire au Canada est de 3,03 millions de 

dollars (19). 

1.4 Comorbidités 

Chez les patients blessés médullaires, la prévalence des comorbidités est plus 

élevée que dans la population générale. Selon une revue bibliographique de Hamid et 

ses collaborateurs, il a été constaté que l'hypertension artérielle touchait 49% des 

patients atteints contre 26% dans la population générale, que l'hypercholestérolémie 

touchait 47% des patients atteints contre 30%, et que le diabète de type 2 touchait 19% 

des patients atteints contre 7% dans la population (14). En outre, les individus avec une 

lésion médullaire ont généralement un pourcentage de graisse corporelle plus élevé 
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(20). L’admission aux urgences liée à une cause infectieuse est également très 

fréquente chez les patients blessés médullaires, et responsable d’une mortalité 

importante (16). 

1.5 Physiopathologie de la lésion médullaire  

L'impact de la blessure dépend du type de traumatisme initial et de la condition 

sous-jacente de la moelle épinière. La différence entre compression et contusion réside 

dans le taux de déformation (21). Dans la contusion de la moelle, la force de 

compression conduit à une perturbation des axones et à des dommages au niveau des 

corps cellulaires des neurones, des cellules myélinisantes et de l'endothélium 

vasculaire. Une défaillance mécanique de la structure de la colonne vertébrale osseuse 

et ligamentaire peut entraîner une déformation physique de la substance du cordon 

(contusion) et / ou par lacération / compression directe par des fragments d'os (22).  

1.5.1 Mécanismes physiopathologiques d’une lésion médullaire 

Les lésions de la moelle épinière peuvent être secondaires à une compression, une 

contusion, une lacération ou lésion vasculaire (23). Sur la base des résultats 

macroscopiques de tissu post-mortem humain (Figure 2), les blessures peuvent être 

classées en quatre groupes: (a) une lésion du cordon solide, type le moins courant, qui 

est associée à l'apparence normale du cordon après une blessure; (b) la contusion, type 

le plus courant, qui est associée à des sections d'hémorragie et à une nécrose ou 

cavitation en expansion, mais sans perturbation de la surface du cordon; (c) la 
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lacération, où se trouve une perturbation nette de l'anatomie de la surface; et (d) une 

compression massive, où le cordon est macéré à des degrés divers (24). 

En dehors des cellules gliales, il y a très peu de tissu conjonctif dans la moelle 

épinière par rapport aux nerfs périphériques, qui sont beaucoup plus résistants. La 

structure principalement lipidique de la moelle épinière explique en partie sa 

vulnérabilité aux blessures. Après le trauma, un déficit neurologique maximal est 

observé immédiatement après une lésion médullaire car la transmission axonale est 

perturbée ou bloquée par des lésions cellulaires neuronales brusques, des lésions 

endothéliales et des vaisseaux sanguins, une hémorragie et des changements massifs 

du potentiel membranaire et des concentrations ioniques (22).  

Figure 2 : Section transversal de la moelle épinière de différents type de trauma d’après 

Norenberg et collaborateurs (24)  
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1.5.2 Réponse inflammatoire dans la lésion médullaire 

Contrairement à d’autres tissus, la moelle épinière n'est pas exposée à 

l'inflammation. Les cellules endothéliales forment normalement une barrière qui exclut 

les composants sanguins du système nerveux central (SNC) (21). Cette barrière 

hématoencéphalique est caractérisée par des jonctions serrées entre les cellules 

endothéliales et de fortes interactions entre les processus environnants des astrocytes 

et de la lame basale. Ainsi, les macrophages, les lymphocytes sont rarement observés 

dans la moelle épinière normale et la microglie intrinsèque est au repos, en d’autres 

mots, ces cellules sont quiescentes (21, 25). Cependant, lors d’un trauma de la moelle 

épinière, les dommages endothéliaux sont les principaux événements qui déclenchent 

la cascade d'inflammation médullaire (Figure 3). Des lacunes mécaniques entre les 

cellules endothéliales se développent dans les 1 à 5 minutes suivant la blessure, 

entraînant des dommages de la membrane basale, une extravasation des globules 

rouges, une agrégation plaquettaire et un dépôt de fibrine. Les agrégats plaquettaires 

obstruent les vaisseaux conduisant à une ischémie. Les lacunes endothéliales favorisent 

l'afflux de liquide et de protéines, provoquant ainsi un œdème (21, 25, 26). Ces 

événements favorisent l’activation de la microglie et l'infiltration par des leucocytes. 

Les lamelles basales sont encore dégradées en raison de l'expression endothéliale 

accrue de la molécule d'adhésion des cellules vasculaires (VCAM) (27, 28). Ces 

événements aggravent encore la perte d'intégrité endothéliale, augmentant la 

perméabilité vasculaire et l'afflux de leucocytes. Les cytokines proéminentes présentes 

après le trauma médullaire comprennent IL-1, IL-6, TNF-α et TGF-1. L'expression 
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précoce du TNF-α et de l'IL-1 par la microglie améliore le recrutement de cellules 

inflammatoires sur le site de la lésion tandis qu'IL-1β est régulée à la hausse dans 

l'heure suivant la blessure et peut persister au moins sept jours (29). Les cellules 

inflammatoires qui répondent à cette situation sont la microglie, les neutrophiles, les 

macrophages et les lymphocytes. Les neutrophiles pénètrent dans la moelle épinière 

endommagée immédiatement après une blessure. La microglie, les neutrophiles, les 

macrophages offrent donc, une immunité innée et les lymphocytes une immunité 

adaptative (22). 

 

Une lésion médullaire, par exemple de type contusion, conduit à une mort à 

grande échelle des cellules neuronales et gliales sur le site de la blessure, un 

cisaillement des axones ascendants et descendants, et des dommages du système 

vasculaire. L’hémorragie causée induite par le trauma conduit à la libération de facteurs 

Figure 3 : Processus moléculaire après lésion médullaire au cours du temps d’après Rust et 

Kaiser (29) 
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contribuant à la réponse immunitaire et aux réponses de la glie résidente (30, 31). En 

dehors de la microglie qui s'accumule autour du site de la lésion et qui sécrète des 

cytokines pro-inflammatoires et des chimiokines, les astrocytes prolifèrent également 

et deviennent « réactifs ». Ainsi, ils s’hypertrophient et régulent l’expression de la 

protéine acide fibrillaire gliale (GFAP), sécrètent des cytokines, des chimiokines, des 

facteurs de croissance, et surexpriment des chondroïtines sulfate protéoglycanes 

(CSPG). Ces dernières vont contribuer à la formation de cicatrice gliale, agissant 

comme une barrière contre les nouveaux axones en croissance dans le site de la lésion. 

Cela expliquerait pourquoi la moelle épinière n'a pas d'auto régénération (31). Les 

événements de la formation cicatricielle sont détaillés dans la Figure 4 (32). 
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1.6 Conséquences d’une lésion médullaire haute  

Lors d’une lésion dans la région haute de la moelle épinière, l'insuffisance 

respiratoire est une complication courante (1, 2). Cela représente une proportion 

importante de la morbidité et de la mortalité (3). Plus le niveau de blessure est élevé, 

4 : Schéma illustrant les événements de formation de cicatrice après une lésion médullaire 

contusive chez la souris d’après Hackett et Lee (29). (A) Astrocytes (bleu), cellules dendritiques 

(rouge) et oligodendrocytes myélinisants (jaunes) dans la substance blanche de la moelle 

épinière indemne. (B) Bien après le trauma médullaire, la mort cellulaire se produit dans le site 

lésionnel et les axones sont endommagés. La microglie (non représentée) et les astrocytes 

répondent en sécrétant des cytokines et des chimiokines. Les cellules dendritiques réagissent et 

prolifèrent autour du site de la lésion. Les macrophages (en gris) commencent à s'infiltrer au 

site de la lésion et les fibroblastes périvasculaires (verts) commencent à se délaminer des 

vaisseaux sanguins. (C) L'inflammation provoque la mort secondaire des oligodendrocytes et 

des neurones, conduisant à une accumulation de débris de myéline dans le site de la lésion. (D) 

Le pique de densité des macrophages et des fibroblastes peut durer de 7 jours à 2 semaines 

après post-lésionnel. (E) Formation de la cicatrice fibrotique (constituée de fibroblastes et de 

macrophages) et de la cicatrice gliale (constituée des astrocytes réactifs, des cellules 

dendritiques et de la microglie. 
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plus le degré de dysfonction ventilatoire est prononcé (2). Ces conditions font que les 

patients sont : soit placés sous ventilation mécanique, soit stimulés au niveau du nerf 

phrénique des muscles respiratoires (diaphragme, intercostaux) pour leur garantir une 

ventilation nécessaire à leur survie (3).  

Dans cette structure, les motoneurones qui innervent les muscles respiratoires sont 

répartis dans toute la moelle épinière cervicale, thoracique et lombaire (innervant 

respectivement le diaphragme, les intercostaux et les abdominaux) (33). Toutefois, une 

lésion dans ces sites peut affecter la fonction respiratoire. Pour les blessures aux 

niveaux thoracique et lombaire, les voies motrices contrôlant les muscles intercostaux 

et abdominaux sont touchées. Cependant, c’est au niveau cervical que les voies 

médiées par le système moteur phrénique et le diaphragme seront largement impactés 

et aboutiront à des déficits de comportements respiratoires (Figure 5) (34, 35). Une 

altération du drainage des voies respiratoires (toux, expectoration) peut contribuer à 

des infections respiratoires secondaires potentiellement mortelles (36). Les déficits 

respiratoires les plus graves surviennent donc à la suite d'une lésion médullaire 

cervicale, qui non seulement dénature partiellement ou complètement les circuits 

respiratoires aux niveaux rachidiens thoracique et lombaire, mais compromet 

directement les circuits moteurs phréniques. Les motoneurones phréniques spinaux 

innervent le diaphragme, qui est le muscle inspiratoire principal (37, 38). Ainsi, les 

blessures compromettant la fonction motrice phrénique entraînent une paralysie / 

parésie du diaphragme et nécessitent généralement une ventilation assistée (39, 40). 
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Malgré ces résultats dévastateurs, des recherches approfondies ont montré un 

certain potentiel de plasticité respiratoire et de récupération fonctionnelle spontanée 

après une lésion dans cette région (41). Alors que la quantité de récupération attribuable 

à la plasticité est limitée, plusieurs études ont montré que le début et l'étendue de la 

plasticité peuvent être améliorés à l’aide d’interventions thérapeutiques (41, 42). 

 

1.6.1  Réorganisation des connexions neuronales post lésion médullaire 

Suite à une lésion médullaire, il y a une réorganisation des connexions neuronales 

et activation des voies latentes épargnées qui peuvent conduire à une plasticité 

fonctionnelle, par exemple, une restauration de l'activité dans les voies endommagées, 

une augmentation de l'activité dans les voies épargnées pour compenser les dommages, 

ou encore un renforcement synaptique. Une lésion de la moelle épinière peut entraîner 

Figure 5: Illustration schématique d’une hémisection de la moelle épinière cervicale et son 

impact dans l’activité diaphragmatique. Figure adaptée de Lane 2011 et adapté d’après 

Hormigo et ses collaborateurs (42). 
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une plasticité dans le cerveau, le tronc cérébral, la moelle épinière, les nerfs 

périphériques et les muscles (33, 43-46). En contrepartie les changements 

neuroplastiques ne se traduisent pas toujours par des améliorations fonctionnelles et 

peuvent même entraîner des fonctions inadaptées, comme par exemple des douleurs et 

de la spasticités (24).  

La région la plus commune de lésion médullaire est la partie haute, cervicale. Il 

s’agit d’une région où la formation et la rétention de connexions neuronales sont en 

partie pour l'activité respiratoire, l’activité motrice haute et l’activité sensorielle. Une 

activité augmentée et / ou répétitive dans les voies matures renforce les circuits 

neuronaux existants (augmentant la croissance synaptique et dendritique), affine et 

élague la connectivité non pertinente par la compétition synaptique, et peut favoriser 

le recrutement de neurones supplémentaires dans ces voies tout en préservant la 

sélectivité. En conséquence, ces changements neuroplastiques peuvent être exploités 

par un gain thérapeutique. Les traitements conçus pour stimuler l'activité neuronale 

peuvent contribuer à la formation de nouvelles voies neuronales et à la réparation de 

celles qui sont endommagées, entraînant finalement une amélioration de la fonction 

après une lésion de la moelle épinière (41, 47).  

1.6.2 Plasticité post lésion médullaire  

La neuroplasticité peut être définie comme la capacité du système nerveux à 

effectuer des changements anatomiques et fonctionnels qui entraînent des altérations 

persistantes de la fonction sensori-motrice. Ces changements peuvent être médiés par 

une série de facteurs, tels qu'une expérience (par exemple, l’apprentissage), une activité 
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persistante (par exemple, l’exercice physique) ou une blessure (48). De plus, cette 

plasticité peut survenir « spontanément » (sans interférence extérieure) suite à une 

lésion médullaire traumatique et / ou suite à une intervention thérapeutique (induite par 

des influences extérieures) (46).  

1.6.3 Plasticité musculaire post-lésion médullaire 

Une lésion de la moelle épinière entraîne des déficits neuromoteurs permanents 

qui modifient la vie en raison de la capacité de récupération limitée du système nerveux 

central. Lorsque la blessure est située au niveau cervical, les fonctions sensori-motrices 

en dessous du site de la lésion sont perdues et l’insuffisance respiratoire permanente 

est induite (2, 49). Pour l’étude de cette pathologie, le rat est le modèle le plus utilisé 

(50) tandis que, le modèle de lésions cervicales chez la souris vient d’être étudié pour 

évaluer la récupération post-traumatique spontanée locomotrice et la récupération des 

muscles respiratoires (50-52). En ce sens, les études moléculaires sont importantes 

pour améliorer les connaissances sur les mécanismes impliqués dans la lésion 

médullaire cervicale. Cependant, le modèle de rat est limité en raison de la faible 

disponibilité des spécimens génétiquement modifiés. D’autre part, les souris, avec un 

grand nombre de souches génétiquement modifiées peuvent être utilisées pour 

déchiffrer les interactions moléculaires et cellulaires (53, 54). Caractérisée pour induire 

une insuffisance respiratoire, après lésion dans la région cervicale, la récupération du 

diaphragme est assez limitée chez la souris (55-57). Nous avons montré pour la 

première fois que la récupération du diaphragme reste significativement réduite 30 

jours après une blessure dans le modèle souris (58). En fait, le diaphragme est le 
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principal muscle responsable de la respiration et participe également à des 

comportements non-ventilatoires, tels que la toux ou les éternuements (37, 59, 60). En 

outre, les lésions de de la moelle épinière affectent d’autres composants de l’unité 

motrice de diaphragme : principalement au niveau de la jonction neuromusculaire, 

mais aussi le type et la taille des fibres musculaires (56). Ainsi, il a été démontré chez 

le rat qu’au niveau morphologique, un jour après la lésion, il y a une réduction de la 

section transversale du diaphragme ipsilatéral (c’est-à-dire du côté de la lésion) de 

myofibres du type I et IIa, tandis que les myofibres du type IIb/x sont réduits (pour leur 

surface transversale) à 1 et à 7 jours (61). En outre, à 42 jours, la taille des myofibres 

de type IIb/x est réduite, et l’hypertrophie n’est plus évidente dans les myofibres de 

type I ou II (56). Ces résultats suggèrent que les rats blessés médullaire présentent une 

grande capacité de remodelage musculaire après lésion. De plus, l’affaiblissement et la 

paralysie des muscles squelettiques, qui sont innervés en dessous du niveau de lésion, 

s’accompagne d’un « switch » de myofibres de phénotype oxydatif à un phénotype 

fortement glycolytique, et donc fatigable chez les animaux et les humains (61-

63).Autrement dit, la capacité mitochondriale du muscle squelettique est fortement 

réduite après lésion médullaire avec raréfaction capillaire du muscle, (64). Cette 

raréfaction altère la capacité à fournir de l’oxygène et des nutriments aux muscles qui 

travaillent, contribuant ainsi à la réduction de la résistance à l’effort et à la fatigue (65). 

1.7 Modèles précliniques de lésion médullaire 

Malgré la richesse des données disponibles dans la littérature sur la 

physiopathologie de la lésion médullaire, de nombreuses questions restent encore sans 



 

 

32  

réponse. La possibilité de reproduire la récupération post-traumatique de la lésion 

médullaire par une intervention thérapeutique, aide à mieux comprendre les 

mécanismes sous-jacents à ces améliorations. Ainsi, des stratégies utilisant par 

exemple, le réentraînement à l’effort dans des modèles animaux de lésion médullaire, 

peuvent être utiles pour améliorer les protocoles de réhabilitation chez les patients 

blessés médullaire.  

1.7.1 Protocoles de réhabilitation utilisés chez des modèles précliniques 

de trauma médullaire 

De manière générale, les modèles de réhabilitation des membres postérieurs chez 

les rongeurs après lésion médullaire peuvent être classés en paradigmes volontaires et 

forcés (47). L'entrainement volontaire englobe les environnements enrichis et la course 

sur roues, tandis que les options d'entrainement forcé impliquent par exemple la marche 

sur un tapis roulant, le vélo ou la natation (Figure 6). L'entrainement sur tapis roulant 

avec ou sans assistance de poids corporel est le paradigme de locomotion forcée le plus 

couramment utilisé expérimentalement. Les rongeurs montrent une récupération 

fonctionnelle accrue avec un entrainement sur tapis roulant après une lésion médullaire 

incomplète (66). Des études ont montré qu’une faible intensité d'entrainement semble 

être plus bénéfique sur tapis roulant en améliorant la commande synaptique excitatrice 

des voies de la colonne dorsale et l’activité motrice spontanée (67, 68). Par rapport à 

l’activité motrice ou récupération fonctionnelle, ces paramètres sont habituellement 

évalués par la méthode de plein champ, nommée score de Basso, Beattie, Bresnahan 

(69).  
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D'autres stratégies de réadaptation forcée sont moins couramment utilisées. Le 

vélo est une méthode forcée mais passive assez rarement utilisée chez les rongeurs. 

Dans ce modèle de rééducation, les membres postérieurs de l’animal sont généralement 

déplacés par un appareil sur mesure. D'après la revue de Loy et Bareyre en 2019, 

d’autre types d’interventions comme la nage est limitée aux blessures incomplètes de 

la moelle épinière, et fournit également un support de poids corporel à l'animal, 

analogue à l'entrainement sur tapis roulant. Cette approche d'entrainement est plutôt 

non physiologique et inhabituelle pour les rongeurs et n’induit pas directement la 

capacité de progression qui se traduit par de légères améliorations après une blessure 

lésion médullaire.  

 

 

Figure 6: Stratégies de rééducation chez le rongeur blessé médullaire divisée en paradigme 

forcé et volontaire d’après Loy et Bareyre (47)  
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1.7.2 Etude de la physiopathologie des traumas médullaires chez des 

modèles précliniques 

L’utilisation de modèles précliniques a permis de nombreuses avancées dans ce 

domaine. Des expériences réalisées chez le chat spinalisé montrent une récupération 

de la capacité de marcher avec un entrainement sur tapis roulant (70, 71). De plus, 

l'entrainement sur tapis roulant favorise à la récupération locomotrice après une lésion 

partielle de la moelle épinière chez le chat (72). Cependant, la plupart des recherches 

animales sont réalisées sur des rongeurs, rats ou souris, en raison de leur large 

disponibilité et de la possibilité d'interventions génétiques et chirurgicales. Une 

publication parue en 2017 a constaté que sur 2228 études utilisant des modèles animaux 

(Figure 7), le rat est le modèle plus utilisé (72,4%). Ce modèle est peu couteux, avec 

des infections chirurgicales relativement rares et dispose de techniques d’analyse 

fonctionnelle. En ce qui concerne le site lésionnel le plus étudié, la région vertébrale la 

plus couramment étudiée est la région thoracique (81%), suivie par la région cervicale 

(12%) (50).  

Des modèles de lésion médullaire chez la souris sont de plus en plus mis en œuvre 

pour étudier la biologie cellulaire et moléculaire des lésions médullaires. Il est estimé 

que 16% des modèles de lésion médullaire utilisent des souris (50). Les avantages chez 

la souris incluent un génome similaire à l'homme, la facilité de manipulation, un taux 

de reproduction élevé et de faibles coûts d'utilisation. Cependant, la petite taille de 

l’animal augmente la difficulté des procédures chirurgicales et d’implantations 

d'appareils.  
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Cependant, malgré la faible utilisation et la difficulté de ce type d’intervention 

chez la souris, j’ai acquis, au sein de mon laboratoire d’accueil, la capacité de 

développer un modèle de lésion médullaire cervicale haute chez cette espèce. En effet, 

nous sommes un des rares laboratoires dans le monde à travailler sur ce type de modèle 

préclinique. Par conséquent, il n’y a pas de données disponibles à ce jour qui montrent 

le rôle d’une intervention thérapeutique avec exercice chronique chez la souris. Ainsi, 

une étude sur ce sujet est de grande importante, car comme déjà mentionné 

précédemment, les lésions cervicales peuvent entraîner des troubles respiratoires et 

sont associées à un taux de mortalité élevé. De plus, les personnes souffrant d’une 

lésion médullaire peuvent aussi souffrir d’une paralysie spastique caudale au niveau de 

la blessure, avec une perte sensorielle, des douleurs chroniques, ainsi que des 

dysfonctions gastro-intestinales, cardiovasculaires et sexuelles.  

 

Figure 7: Les espèces animales utilisée dans 2209 études la lésions de la moelle 

épinière d’après Sharif-Alhoseini (54) 
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1.8 Rôle de l’exercice dans la lésion médullaire 

Une rupture complète de la moelle épinière entraîne une perte permanente et 

irréversible de toutes les connexions neuronales caudales au niveau de la blessure et la 

récupération fonctionnelle est hautement improbable. Cependant, les blessures 

incomplètes, par exemple dans laquelle une partie des tissus de la moelle épinière ont 

été épargnés, ont un potentiel de récupération dont l'étendue dépend de l'emplacement 

et de l'ampleur des tissus non lésés. Environ 42% de toutes les lésions de la moelle 

épinière sont considérées comme fonctionnellement complètes, le patient se présentant 

sans aucune fonction motrice et sensorielle en dessous de la section affectée. D’après 

une étude de Kakulas et ses collaborateurs (2004), environ 25 à 30% de toutes les 

blessures jugées fonctionnellement complètes ont également une certaine étendue de 

connexions épargnées qui pourraient potentiellement être récupérées avec une 

intervention adéquate (73).  

1.8.1 Bénéfices secondaires de l’exercice post-lésion médullaire 

La réadaptation locomotrice est une des interventions les plus bénéfiques pour les 

personnes touchées. En revanche, la compréhension des mécanismes neuronaux sous-

jacents entraînant des améliorations motrices induit par l’exercice locomoteur ne sont 

pas encore totalement comprises (74). De plus, une intervention locomotrice pour ré-

entrainer une personne blessée médullaire ne suffit pas pour réaliser les activités de la 

vie quotidienne. Par conséquent, le risque de problèmes de santé liés à l’inactivité 

physique comme la prise de poids et l’obésité, les dyslipidémies, l’hyperglycémie, les 

maladies cardiovasculaires sera toujours présent. Un programme d’exercice est 
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nécessaire pour améliorer la forme physique et réduire les complications de santé à 

long terme après une lésion médullaire. C’est pour cette raison que des 

recommandations d’exercice pour améliorer la santé cardiovasculaire, la force, 

l'endurance musculaires et la souplesse de ces personnes atteintes de lésion médullaire 

ont été publiées en 2015. Ces recommandations visent à réduire les complications de 

santé en évitant une possible ré-hospitalisation des patients blessés médullaires (75). 

L’utilisation d’un programme de réentrainement lié avec une autre stratégie 

thérapeutique, comme par exemple, la stimulation épidurale et l’entrainement 

locomoteur, peut être très efficace. Ce type d’intervention active également les circuits 

neuronaux de manière localisée ou plus générale. Ainsi, la persistance de ce 

réentrainement physique renforce les muscles utilisés, stimule la rétroaction afférente 

et stimule la plasticité neuronale (4, 5). 

1.8.2 L’exercice physique et récupération fonctionnelle des muscles post 

lésion médullaire 

La littérature a bien établi que l’exercice améliore la récupération fonctionnelle 

après des blessures médullaires chez les rongeurs (41, 76, 77). Récemment, il a été 

montré que la stimulation musculaire électrique, qui mime les contractions musculaires 

de l’exercice physique, associée à un traitement par la testostérone a entraîné une 

hypertrophie des fibres musculaires et des modifications bénéfiques des marqueurs 

mitochondriaux et de la fonction motrice chez les personnes atteintes de lésion 

médullaire (78). Dans les modèles animaux et dans les études cliniques, la stimulation 

des muscles squelettiques par l’exercice lors de la réadaptation est une excellente 
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stratégie pour améliorer la capacité de récupération de mouvement des membres, et de 

la fonction respiratoire après lésion médullaire haute (76, 77, 79). Ces données 

renforcent l’hypothèse que la stimulation des muscles des membres peut être utile à la 

récupération fonctionnelle respiratoire après lésion médullaire. La modulation du 

réseau microvasculaire du muscle diaphragmatique par l’exercice physique après 

lésion médullaire cervicale est peu connue. Chez la souris, l’effet d’un entraînement 

par exercice physique prolongé sur la plasticité locomotrice et des muscles respiratoires 

n’a pas encore été évalué après une lésion médullaire cervicale.  
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2 OBJECTIF DE L’ETUDE 

L’objectif de cette étude est de démontrer la faisabilité d’employer un modèle 

souris d’hémisection cervicale partielle de la colonne vertébrale au du deuxième 

segment métamérique cervical (C2) pour étudier l’impact de l’entrainement physique 

sur la plasticité des muscles locomoteurs/respiratoires. 

Pour ce faire, j’ai mis au point un programme d’exercice physique de 6 semaines 

après traumatisme de la moelle épinière cervicale chez la souris pour déterminer son 

effet au niveau de la récupération fonctionnelle respiratoire et motrice. Ainsi, la roue 

d’exercice forcée a été utilisée comme outil d’entrainement. J’ai également évalué sur 

le système de roue d’exercice forcé, la capacité de course de l’animal (à différents 

temps post-lésion). 

Après la fin du protocole d’entrainement physique de 6 semaines, j’ai enregistré 

l’électromyogramme diaphragmatique pour déterminer la récupération de l’activité du 

diaphragme des souris à 51 jours après lésion.  

J’ai réalisé des analyses biomoléculaires sur le membre antérieur locomoteur 

(extenseur digitorum communis (EDC)), les membres postérieurs (tibialis antérieur 

(TA) et soléaire (SOL), et le muscle respiratoire (diaphragme : DIA).  
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3 MATÉRIEL ET METHODES 

3.1 Modèle préclinique de souris hémi-lésée médullaire (in vivo) 

L’espèce animale choisie est le modèle de souris transgénique Nrf2 KO 

commercialisé par la société RIKEN Biosource dont la reproduction a été effectuée à 

l’UFR de Sciences de la Santé Simone Veil – Université de Versailles Saint-Quentin-

en-Yvelines sous la licence APAFIS_2018011916127707_v4 approuvée par le Comité 

de protection et d’utilisation des animaux en vigueur et par le Ministère de 

l’Enseignement supérieur de la Recherche et de l’Innovation. Ces expériences ont été 

réalisées sur des souris mâles et femelles adultes C57BL/6 hétérozygotes Nrf2 (Nrf2+/-

) (8-10 semaines). Les animaux étaient logés dans des cages ventilées individuellement 

dans un établissement de soins aux animaux à la fine pointe de la technologie (2CARE, 

accréditation A78-322-3, France), avec accès à la nourriture et à l’eau ad libitum sur 

un cycle léger/foncé de 12 h. Nous avons notre propre centre d’élevage de souris et 

nous avons toujours été prudents sur la séparation d’un nombre animal égal par sexe 

entre les groupes. Cependant, des décès se sont produits après la procédure 

d’hémisection C2, et par conséquent les groupes n’ont pas été uniformément assortis 

en fonction du sexe. 

3.2 Protocole d’exercice incrémental  

Au total, 36 animaux ont été familiarisés avec le système de roues d’exercice forcé 

(Lafayette Inst., Lafayette, IN) pendant 1 semaine (6 m/min, 10 min par jour). Après 

la période d’acclimatation, toutes les souris ont effectué un test d’exercice incrémental 
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adapté au système de roue d’exercice forcé (voir Jesus et coll. (80). Pour ce faire, des 

incréments de 2 m/min toutes les 2 m/min, jusqu’à épuisement, défini comme le 

moment où les animaux étaient incapables de maintenir le rythme dans la roue ou 

l’animal a cessé de courir spontanément. Une barrière en polystyrène sur mesure a été 

mise au point pour motiver l’animal à continuer à courir. Après un premier test 

d’exercice incrémentiel (avant la chirurgie de la SCI), les souris ont été séparées au 

hasard en 3 groupes : NAIVE (sans chirurgie; n=12, 6 femelles et 6 mâles), SHAM 

(avec chirurgie mais sans hémisection C2; n=12, 8 femelles et 4 mâles) et SCI (avec la 

chirurgie d’hémisection C2; n=12, 5 femelles et 7 mâles). Par la suite, chaque groupe 

NAIVE, SHAM et SCI a été réparti de façon égale (n=6 à chaque groupe) à des sous-

groupes sédentaires (sans entrainement) ou entrainés (SED ou TR). Aucune différence 

dans les résultats des tests incrémentaux n’a été observée entre les sexes. Un deuxième 

test d’exercice incrémental a été effectué 7 jours après la chirurgie pour les groupes 

SCI et SHAM pour déterminer l’intensité du protocole d’exercice (60% de la vitesse 

maximale atteinte). À la fin du protocole d’exercice de 6 semaines, des souris 
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sédentaires et entraînées ont effectué un troisième test incrémental pour évaluer leur 

capacité de course à 49 jours après la chirurgie SCI/SHAM (Figure 8).  

 

3.3 Hémisection chronique C2 

La lésion spinale cervicale est obtenue en effectuant une hémisection spinale au 

niveau du deuxième segment métamérique (C2) qui interrompt de manière unilatérale 

les projections respiratoires bulbospinales avec pour conséquence une abolition de 

l’activité phrénique et diaphragmatique du coté lésé. Le côté controlatéral sain permet 

la survie de l’animal. La fonction locomotrice est également interrompue pendant 

Figure 8 : A Schéma expérimental de l’étude. B Représentation schématique de 

l’étendue des blessures pour chaque animal dans les groupes SCI SED et SCI TR. C 

Quantification de l’étendue des blessures en pourcentage par rapport à une moelle 

épinière 100% hémisection 
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quelques jours. Au bout d’une semaine, l'animal retrouve une certaine mobilité. Pour 

développer le modèle préclinique d’hémisection médullaire, l’animal est anesthésié à 

l’isoflurane (Vetlurane 2.5% dans 100% O2) puis placé en decubitus ventral sur une 

plaque chauffante afin de maintenir sa température à environ 37,5 °C. Une fois la partie 

dorsale rasée et désinfectée (bétadine puis alcool 70°x3), une incision dorsale rostro-

caudale de la peau est pratiquée, suivie d’une incision de muscles acromiotrapezius, 

rhomboïdes et spinaux entourant la vertèbre cervicale C2. Une laminectomie dorsale 

au niveau de la vertèbre C2 est pratiquée, puis la dure-mère est disséquée afin 

d’atteindre la moelle épinière. Une section spinale latérale sous la racine C2 est 

pratiquée à l’aide d’un microscalpel. Les muscles et la peau sont ensuite recousus, puis 

l’animal reçoit une injection sous-cutanée d’antibiotique (Borgal 30 mg/kg) et 

d’antidouleur (Buprecare 0.03 mg/kg) puis est placé dans une cage de réveil. Les 

animaux sont sous surveillance constante ont accès à l’eau et à la nourriture standard 

ad libitum. Aucune détresse respiratoire postopératoire n’est observée car un seul côté 

de l’animal est paralysé, le côté épargné permet la survie. Une paralysie transitoire des 

pattes avant et arrière du côté lésé est observée. L'animal retrouve une certaine mobilité 

après environ une semaine. 

3.4 Protocole d’entraînement physique sur roue d’exercice forcé 

L’entraînement physique a été appliqué pendant 6 semaines (1 semaine après 

chirurgie) et consistait à courir sur un système de roue d’exercice à 60% du deuxième 

test incrémental (7 jours après la chirurgie de d’hémisection médullaire C2), 1 heure 

par jour et 5 jours par semaine. L’intensité de l’entraînement à l’exercice a été adaptée 
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du protocole décrit précédemment par Ferreira et coll. (81). Les souris sédentaires ont 

été maintenues dans la roue fixée pendant toute la durée de la session d’exercice. 

3.5 Enregistrements électrophysiologiques 

Deux jours après le dernière test incrémental (49 jours après la chirurgie d’hémisection 

médullaire), l'anesthésie est induite en utilisant 5% d'isoflurane dans 100% d'O2 et 

maintenue tout au long de l'expérience (2,5% dans 21% d'O2) à travers d’un cône nasal. 

La profondeur de l’anesthésie est vérifiée par une absence de réponse à une stimulation 

des coussinets au niveau de la patte. Une laparotomie est réalisée pour accéder au 

diaphragme. Les deux côtés (ipsilatéral et controlatéral de la lésion de la moelle 

épinière) du diaphragme sont testés pour leur activité (électromyographie) à l'aide d'une 

électrode en argent de surface bipolaire faite à la main sur le muscle pendant une 

asphyxie spontanée poïkilocapnique normoxique ou transitoire légère (par occlusion 

du nez de l'animal pour 15 s). Les électromyographies sont amplifiées (modèle 1800; 

gain, 100; A-M Systems, Everett, WA, USA) et filtrées passe-bande (100 Hz à 10 kHz). 

Les signaux sont numérisés avec un appareil d'acquisition de données Powerlab à 8 

canaux (taux d'acquisition: 4 k / s; AD Instruments, Dunedin, Nouvelle-Zélande) 

connecté à un ordinateur et analysés à l'aide du logiciel LabChart 9 Pro (AD 

Instruments, Dunedin, Nouvelle-Zélande). Les électromyographies diaphragmatiques 

bilatérales ont été intégrées (désintégration de 50 ms). A la fin de l'expérience, les 

animaux sont euthanasiés humainement par du CO2, puis une perfusion intracardiaque 

de NaCl à 0,9% hépariné (10 ml) est réalisée pour la récolte de tissus. Le segment C1-

C3 de la moelle épinière est disséqué et placé immédiatement pendant une nuit dans 
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du paraformaldéhyde froid à 4%, puis cryoprotégé pendant 48 h dans 30% de 

saccharose (dans 0,9% de NaCl) et les échantillons est conservés dans un congélateur 

à -80 ° C. Le muscle du membre antérieur l’Extensor Digitorum Communis et des 

membres postérieurs le Tibialis anterieur et le Soléaire du côté ipsilatéral, et le muscle 

respiratoire diaphragmatique (Ipsilatéral et controlatéral) sont ensuite disséqués et 

immédiatement congelés instantanément dans de l'isopentane (2-méthylbutane) 

refroidi à l'azote liquide. Après congélation, les échantillons musculaires sont stockés 

à -80 ° C pour un traitement ultérieur. 

3.6 Immunofluorescence des tissus musculaires 

Tous les muscles squelettiques congelés ont été placés dans un cryostat de Leica 

et des sections transversales de 10 μm ont été exécutées. Comme décrit précédemment 

par Gill et coll. (61), les tissus ont été bloqués pendant 45 min dans le sérum de chèvre 

de 10% dilué dans la solution PBS 1X et incubées pendant la nuit à 4°C dans les 

anticorps primaires pour les isoformes suivants de chaîne lourde de Myosine (MyHC) 

: MyHCSlow (BA-F8, 1:100 dilution ; Études sur le développement Hybridoma Bank, 

Iowa City, IA), MyHC2A (SC-71, 1:100 dilution; Developmental Studies Hybridoma 

Bank), et Laminin (Sigma L9393, 1:200 dilution; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Les 

anticorps secondaires ont ensuite été incubés à une dilution de 1:2000, en utilisant 

Alexa Fluor Goat anti-Mouse IgG2b 647 (pour MyHCSlow), Goat anti-Mouse IgG1 

555 (pour MyHC2A) et Goat anti-Rabbit 594 (pour Laminin) (61). CD 31 (PECAM-

1, 1:100; L’anticorps Thermo Fisher Scientific, Inc., MA) a été incubé avec l’anticorps 
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Laminin et Alexa Fluor Goat anti-Rat 488 et Goat anti-Rabbit 594 ont été appliqués à 

1:2000 dilution.  

3.6 Mesures morphométriques des muscle squelettiques 

Des champs à l’intérieur de sections transversales tachées ont été capturés à 10 × 

grossissement sur un microscope confocal laser (Leica TCS SPE) capable d’imagerie 

simultanée de fluorescence multilabeled. Les images ont été capturées dans un tableau 

de 1024 x 1024 pixels, avec des paramètres d’acquisition similaires dans les 

préparations. La composition des différents types de myofibers (barres d’échelle =200 

μm) a été mesurée en environ 200 fibres musculaires de chaque muscle dans chaque 

animal et a été analysée à l’aide de Fidji v1.52p (NIH Image du National Institutes of 

Health, USA). Les mêmes fibres sélectionnées pour les mesures transversales de la 

section ont également été utilisées pour déterminer la proportion de types de fibres dans 

chaque muscle. Basé sur le modèle de coloration, toutes les fibres de muscles 

squelettiques ont été classés comme type I, type IIa, type IIx et/ou IIb (61). Les cellules 

CD31-positives et le nombre de fibres ont été comptées alors, la densité et les rapports 

capillaires-fibre ont été calculés à l’aide de Fidji v1.52p (NIH Image des National 

Institutes of Health, USA). 

3.7 Reconstitution histologique de l’étendue des blessures au C2 

Des sections longitudinales (30 μm d’épaisseur) ont été obtenues avec un cryostat 

leica et l’étendue de la blessure a été évaluée après coloration de violette crésyl comme 

décrit précédemment (58) . Des diapositives ont ensuite été numérisées à l’aide d’un 
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scanner Aperio AT2 (Leica, France) et une photo haute résolution de chaque 

diapositive a été prise pour évaluer l’étendue de la blessure et signalée sur un plan 

transversal stéréotaxique (C2). Chaque blessure a ensuite été numérisée et analysée 

avec le logiciel Image J (NIH). Le pourcentage de tissu endommagé sur le côté blessé 

a été calculé par référence à une hémisection complète (qui est de 100% de l’hemicord). 

Des sections longitudinales de la moelle épinière (30 μm d’épaisseur) ont été obtenues 

avec un cryostat de Leica et l’étendue de la blessure a été évaluée après coloration de 

violette crésyl. Un microscope léger a été utilisé pour évaluer l’étendue de la blessure 

et signalé sur un plan transversal stéréotaxique (C2). Chaque blessure a ensuite été 

numérisée et analysée avec Fiji v1.52p (NIH Image du National Institutes of Health, 

USA). Le pourcentage de tissu endommagé sur le côté blessé a été calculé par référence 

à une hémisection complète (qui est de 100% de l’hémisection). 

3.8 Traitement des données et analyses statistiques 

Le signal d’électromyographie d’amplitude et de durée d’un minimum de 5 

« Burst » traces intégrés pendant la respiration spontanée et l’asphyxie a été calculé 

pour chaque animal des deux côtés du diaphragme avec le logiciel LabChart 9 Pro (AD 

Instruments). Le test t (student) a été effectué entre les différents groupes pour 

l’étendue de l’évaluation de blessure ou entre les différents groupes de temps post-

lésionnés de la même condition. Le test t (paired t test) a été utilisé pour les 

comparaisons : 1) de la capacité de fonctionnement de l’animal par essai incrémental 

à différents points de temps (avant SCI, 7 jours après SCI et 49 jours après SCI), 2) de 

l’électromyographie diaphragmatique controlatérale et ipsilatérale, et 3) de l’analyse 
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d’immunofluorescence. Le test two way ANOVA (test post hoc de Bonferroni) a été 

utilisé en considérant l’entrainement et le groupe (GROUPE NAIVE, SHAM et SCI) 

comme des manières différentes. Toutes les données ont été présentées comme 

moyennes ± SD et les statistiques ont été considérées comme significatives lorsque 

p<0.05. Le logiciel SigmaPlot 12.5 a été utilisé pour toutes les analyses. 
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4 RESULTATS 

4.1 Analyse comportementale et étendue de la lésion d’hémisection 

médullaire cervicale C2  

La taille de la lésion cervicale était semblable dans la partie latérale des deux 

groupes d’animaux blessés (SED SCI et TR SCI) (Figure 1B). Quantitativement, 

aucune différence significative dans l’étendue des blessures entre les groupes SCI SED 

et SCI TR (86,99 ± 10,3 % et 80,23 ± 8,5 %, respectivement p= 0,329) (Figure 8C). 

Après 6 semaines d’entraînement sur les roues d’exercice forcé (Figure 9A), la capacité 

de course exprimée en temps de course (s) était plus élevée dans tous les groupes 

entrainés (Figure 9B). 
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Figure 9: A Photo représentative d’une souris SHAM (supérieure) et SCI (ci-dessous) pendant 

course dans la roue d’exercice forcée. B Résultat des tests incrémentaux exprimée en temps de 

course (s). 

4.2 Analyse morphométrique du muscle locomoteur  

Pour déterminer si l’entraînement physique de 6 semaines sur le système 

d’exercice de roue forcé modifie la composition des fibres musculaires chez la souris 

blésée médullaire, des isoformes de chaînes lourdes dans le muscle strié squelettique 
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MyHC (MyHCSlow= type I, MyHC2A= type IIa et non-étiquetage= IIb/x) ont été 

détectés par la technique d’immunofluorescence (Figure 10). Cependant, seul le muscle 

SOL a présenté des myofibres du type I. Les type des myofibres prédominants dans les 

muscles du membre antérieur ipsilatéral à la lésion médullaire (EDC) et du membre 

postérieur (TA et SOL) des animaux entraînés et sédentaires ont également été 

comparés. Les résultats morphométriques sont décrits dans le Tableau 1 pour le muscle 

SOL, tandis que pour EDC et pour le TA sont représentés dans les résultats 

supplémentaires (Tableaux 3 et 4). 
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Figure 10: Images représentatives de la composition de type de fibre dans les muscles 

locomoteurs. Coupe transversale de muscle Extenseur des doigts (EDC), Tibialis antérieur 

(TA) et Soléaire (SOL) marquée pour les isoformes des myosines de chaîne lourde (MyHC): 

: MyHCSlow (type I en bleu), MyHC2A (type IIa en vert) et la laminine pour visualiser les 

limites de myofibres (type IIb/x correspondant aux fibres non marquées) dans les groupes 

NAÏVE et SHAM (SED et TR). Barre d’échelle=200 μm. 
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4.3 Analyse de la vascularisation du muscle locomoteur 

Tableau 1: Composition et distribution du type de fibres du muscle Soléaire. 

Les valeurs sont des moyens ± SD pour NAIVE, SHAM et SCI (SED et TR). 
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Pour déterminer si l’entrainement physique a modifié la capillarisation des muscle 

squelettiques, le CD31 (vert) et la Laminine (en rouge) ont été détectés par 

immunofluorescence dans le muscle SOL (Figure 11). Les muscles EDC et TA ont été 

illustrés dans les résultats supplémentaires (Figures 17 et 18). La densité capillaire 

(DC) et le rapport capillaire-fibre (rapport C/F) ont été analysés et décrits dans le 

tableau 2 pour le SOL, tandis qu’EDC et TA sont dans les résultats supplémentaire 

(Tableaux 5 et 6). Six semaines d’entraînement d’exercice ont augmenté le nombre de 

capillaires de muscle du membre inférieur (TA et SOL) dans le groupe blessé 

médullaire. De plus, les souris blessées médullaires ont présenté une densité capillaire 

plus élevée par rapport aux animaux entrainés du groupe NAIVE. La même tendance 

a été observée dans le muscle SOL. Dans le groupe SCI SED, la densité capillaire du 

muscle TA était significativement inférieure à celle observée dans le groupe 

NAIVESED.  
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Figure 11 : Images représentatives de l’expression de CD31 et du nombre de 

fibres dans le muscle squelettique. Coupe transversale de muscle Soléaire 

(SOL), tandis que l’Extenseur des doigts (EDC), Tibialis antérieur (TA) sont 

illustrés dans les Figures supplémentaires 18 et 19, respectivement. Barre 

d’échelle=200 μm. 
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Tableau 2 : Composition et distribution du type de fibres du muscle Soléaire. Les valeurs sont des 

moyens ± SD pour NAIVE, SHAM et SCI (SED et TR). Effet de l’exercice entre les groupes SED et 

TR * p< 0.05 et **p<0.01. 

4.4 Evaluation de l’activité du diaphragme 51 jours post-médullaire 

cervicale 

Des tracés représentatifs de l’électromyographie diaphragmatique à 51 jours après 

la lésion médullaire sont indiqués à la Figure 12A (animaux non blessés 

(NAIVE/SHAM, SED et TR) et animaux blessés de la Figure 12B (groupe SCI, 

diaphragme controlatéral et ipsilatéral, SED et TR). Une activité électromyographique 

du diaphragme réduite pendant la respiration spontanée et l’asphyxie sur le côté 

ipsilatéral du diaphragme (côté lésé) dans les groupes de blessés médullaire a été 

observée par rapport au côté controlatéral. Du côté controlatéral à la lésion médullaire, 
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l’amplitude de l’EMG diaphragmatique des groupes d’animaux blessés et non blessés 

pendant la respiration spontanée et l’asphyxie n’a montré aucune différence. 

 

Cinquante et un jours après hémisection médullaire, l’amplitude de l’activité 

diaphragmatique pendant la respiration spontanée et l’asphyxie sur le côté ipsilatéral a 

été réduite comparés au côté controlatéral pour tous les deux groups de souris blessés 

médullaire cervicale. Cependant, lorsque la largeur d’un « burst » de chaque respiration 

enregistrée par l’activité électromyographique est analysée, il est possible d’évaluer le 

temps de contraction du muscle diaphragmatique de l’animal. Ainsi, du côté ipsilatéral 

du diaphragme, une diminution significative du temps de contraction pendant la 

respiration spontanée (Figure 13C) a été observée dans le groupe blessé médullaire 

Figure 12: Activité diaphragmatique à 51 jours suivant une hémisection C2. Une trace 

représentative de l’électromyographie brute du diaphragme pour les animaux non blessés : A 

groupes NAIVE et SHAM (SED et TR) et B blessés (diaphragme controlatéral et diaphragme 

ipsilatéral) animaux : groupes SCI (SED et TR). 
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sédentaire par rapport au côté controlatéral, tandis que dans le groupe entrainé, aucune 

différence n’a été observée entre les côtés du diaphragme. Fait intéressant, pendant 

l’asphyxie (Figure 13D) cette diminution a été présente dans le groupe blessé 

médullaire soumis au protocole de 6 semaines d’entrainement physique. 

 

4.5 Analyses morphométriques des muscles respiratoires 

Pour étudier l’effet de notre protocole d’entraînement forcé sur roue d’exercice 

dans la récupération de muscle respiratoire suivi d’une lésion médullaire cervicale, les 

Figure 13: Analyse de l’activité diaphragmatique à 51 jours après une hémisection C2. Les 

graphiques montrent l’amplitude intégrée de diaphragme pendant une A respiration 

spontanée et B pendant asphyxie. Les graphiques représentent la largeur de chaque « Burst » 

» du signal intégré de diaphragme d’EMG pendant C la respiration spontanée et D pendant 

asphyxie. 
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isoformes de chaînes lourdes MyHC (MHC I, IIa et étiquette négative IIb/x) ont été 

détectées en immunofluorescence  (Figure 14).  

Les types prédominants de fibres du côté controlatéral et ipsilatéral du diaphragme 

ont été analysés (Figure 15A-D). Dans la section transversale de myofibre du type I 

(Figure 15A), aucune augmentation significative n’a été observée du côté ipsilatéral du 

Figure 14 : Images représentatives de la composition de type de fibre dans le 

muscle respiratoire. Coupe transversale de muscle diaphragmatique marquée 

pour les isoformes des myosines de chaîne lourde (MyHC): MyHCSlow (type I en 

bleu), MyHC2A (type IIa en vert) et la laminine pour visualiser les limites de 

myofibres (type IIb/x correspondant aux fibres non marquées) dans les groupes 

NAÏVE et SHAM (SED et TR). Barre d’échelle=200 μm. 
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diaphragme des deux groupes blessé médullaire, sédentaire et entrainé par rapport aux 

côtés controlatéraux. Dans le groupe TR SCI, la section transversale de myofibre du 

type IIa du côté controlatéral (Figure 14B) a été diminuée par rapport au côté du 

diaphragme ipsilatéral et du côté controlatéral du diaphragme du groupe SED SCI. 

Dans la section transversale de myofibre du type IIb/x (Figure 15C), aucune différence 

n’a été observée entre les groupes ou les côtés du diaphragme. La distribution relative 

(Figure 8D) a été modifiée entre les côtés controlatéral et ipsilatéral dans le groupe 

SED SCI, alors qu’aucune différence n’a été observée dans le groupe TR SCI. 

 
Figure 15: Analyse de la composition et de la distribution de type fibre dans le 

muscle respiratoire A analyse de la section transversale de myofibres du type B 

Type IIa et C Type IIb/x. D analyse de la distribution relative de myofibres de 

type I, IIa et IIb/x. 
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4.6 Analyse de la vascularisation du muscle respiratoire  

Pour évaluer la réponse capillaire à l’exercice, la densité capillaire (CD) et le 

rapport capillaire-fibre (rapport C/F) ont été détectés dans le diaphragme par 

immunofluorescence (Figure 16A et Figure 19, résultat supplémentaire pour les 

groupes NAIVEet les groupes SHAM). Six semaines d’entraînement physique ont 

effectivement augmenté la densité capillaire et le rapport capillaire-fibre (Figures 16B 

et C) du côté du diaphragme controlatéral du groupe SCI. D’autre part, aucune 

différence significative dans la densité capillaire n’a été observée entre les côtés du 

diaphragme ipsilatéral des groupes de SCI. 
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 Figure 16: Analyse de la capillarisation sur le muscle respiratoire. A. Images 

représentatives de l’expression de CD31 et du nombre de fibres dans le muscle 

respiratoire. Coupe transversale de muscle diaphragmatique des groupes SCI SED et 

TR, tandis que les groupes NAIVE et SHAM (SED et TR) sont illustrés dans les 

Figures supplémentaires 21. Barre d’échelle=200 μm. B Résultat de densité de 

capillaires et C rapport entre capillaire et fibre. 
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5 Résultats supplémentaires 

Figure 17 : Images représentatives de l’expression de CD31 et du nombre de 

fibres dans le muscle squelettique. Coupe transversale de muscle Extenseur des 

doigts marquée pour le CD31 (vert) a la laminine (rouge). Barre 

d’échelle=200 μm. 
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Figure 18. : Images représentatives de l’expression CD31 et du nombre de fibres dans le muscle 

squelettique. Coupe transversale du muscle Tibialis antérieur marquée pour le CD31 (vert) a la 

laminine (rouge). Barre d’échelle=200 μm. 
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Figure 19: Images représentatives de la composition de type de fibre dans le muscle 

respiratoire. Coupe transversale de muscle diaphragmatique a été immunostained 

marquée pour les isoformes des myosines de chaîne lourde (MyHC): MyHCSlow 

(type I en bleu), MyHC2A (type IIa en vert) et la laminine pour visualiser les limites 

de myofiber (type IIb/x correspondant aux fibres non marquées) dans les groupes 

NAÏVE et SHAM (SED et TR). Barre d’échelle=200 μm. 
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Tableau 3: Composition et distribution du type de fibres du muscle Extenseur des doigts. 

Les valeurs sont des moyens ± SD pour NAIVE, SHAM et SCI (SED et TR). Effet de 

l’entrainement entre les groupes SED et TR * p< 0.05 et **p<0.01. 
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Tableau 4: Composition et distribution de type de fibres du muscle Tibialis 

antérieur. Les valeurs sont des moyens ± SD pour NAIVE, SHAM et SCI (SED et 

TR). 
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Tableau 5: Capillarisation du muscle Extenseur des doigts. Les valeurs sont des moyens ± SD pour 

NAIVE, SHAM et SCI (SED et TR). Effet de l’entrainement entre les groupes SED et TR * p< 0,05 

et **p<0.01. 
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Tableau 6: Capillarisation du muscle Tibialis antérieur. Les valeurs sont des moyens ± SD 

pour NAIVE, SHAM et SCI (SED et TR). Effet de l’entrainement entre les groupes SED et 

TR * p< 0,05 et **p<0.01. 
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6 DISCUSSION 

Ce test d’évaluation de la capacité de course n’avait jamais été testé chez les souris 

blessées médullaires. Mon intention avec ce type d’évaluation était de montrer que le 

test incrémental pouvait être agrégé avec d’autres méthodes d’évaluation des 

comportements pour obtenir plus d’informations sur la récupération locomotrice 

secondaire à une lésion médullaire. Par conséquent, 7 jours après lésion médullaire 

cervicale, les souris ont présenté sans surprise une capacité de course significativement 

réduite. D’autre part, le protocole d’entraînement physique de 6 semaines (49 jours 

après la lésion) a induit une récupération de la capacité de course semblable au niveau 

observé avant la lésion.  

Dans des modèles de rongeurs, les lésions médullaires impactent de façon 

intéressante la morphologie musculaire dans les premières semaines suivant la blessure 

(82, 83). Cependant, une semaine d’entraînement peut efficacement conduire à une 

augmentation du processus de régénération musculaire de fibres de contraction lente 

(84, 85). Malgré ces données, peu d’études ont évalué les effets de longues périodes 

d’entraînement locomoteur sur les propriétés musculaires dans un modèle de souris 

avec lésion médullaiore cervicale. Dans d’autres sites de blessures, Battistuzzo et coll. 

ont effectué chez la souris hémilésée au niveau thoracique un protocole d’entrainement 

locomoteur sur tapis roulant, avec une vitesse initialement mise en place à 6 m/min, 

puis, progressivement augmenté à 10-12 m/min au cours de l’entrainement. Ce 

protocole a conduit à une légère augmentation de la section transversale des fibres dans 

le muscle SOL à 10 semaines après l’entraînement (62). En comparaison avec le 
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paradigme d’entraînement ci-dessus, nous avons été surpris de ne pas observer de 

changements dans la taille des muscles des membres chez nos souris. Plusieurs 

paramètres pourraient expliquer ces résultats négatifs. Tout d’abord, il n’y a pas des 

donnée disponible dans la littérature sur l’effet de l’entraînement par le système de roue 

d’exercice forcé sur la morphologie musculaire. Normalement, le tapis roulant est le 

plus utilisé dans ce type d’étude. Cela m’a fait considérer qu’en raison de 

l’environnement différent entre le système de roue d’exercice forcé et tapis roulant, des 

intensités d’exercice plus élevées peuvent être nécessaires pour observer des 

changements dans la taille musculaire. Un autre point à considérer est que dans 

l’exercice d’endurance prolongé chez les rongeurs, l’intensité de l’exercice est ajustée 

pour maintenir l’intensité d’entraînement (80). L’intensité de notre protocole 

d’entrainement n’a été pas ajustée tout au long de l’expérience pour prévenir tout stress 

supplémentaire chez les animaux blessés médullaire. Cependant, compte tenu de la 

récupération des animaux tout au long de notre étude, nous utiliserons l’ajustement de 

l’intensité d’exercice lors de nos prochains travaux. 

Bien que notre protocole d’exercice ne soit pas efficace pour modifier la section 

transversale des fibres musculaires des membres du groupe blessé médullaire, une 

augmentation de la microcirculation musculaire a été observée. Le réseau 

microvasculaire subit un remodelage, généralement sous forme de raréfaction 

capillaire, après lésion médullaire (65). La capacité de fournir de l’oxygène et des 

nutriments aux muscles qui travaillent est de facto altérée et contribue à réduire la 

résistance à la fatigue (64, 86). En outre, une raréfaction capillaire pourrait contribuer 
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à l’affaiblissement de la sensibilité à l’insuline et à l’intolérance au glucose, qui peut 

être encore aggravée par l’inflammation systémique (87) post-traumatique chez les 

patients blessés médullaires (88, 89). 

Ce travail de thèse a été motivé par l’hypothèse que les régions du mésencéphale 

impliquées dans le contrôle des centres respiratoires et locomoteurs pouvaient 

communiquer et ainsi promouvoir un effet bénéfique à la récupération fonctionnelle du 

diaphragme induite par exercice physique (41, 62, 76, 90). Toutefois, les mécanismes 

en cause ne sont pas connus (76). C’est pourquoi nous avons étudié l’intérêt d’un 

protocole d’entraînement physique de 6 semaines dans la modulation de l’activité 

fonctionnelle du diaphragme dans un modèle d’hémisection médullaire cervicale. 

Notre équipe a démontré pour la première fois chez la souris, que la récupération de 

l’activité diaphragmatique reste encore limitée à 30 jours post-lésion médullaire 

cervicale (91). Ainsi, avec mon travail doctoral, j’ai pu montrer qu’à 51 jours, la 

récupération du diaphragme touché par la lésion médullaire cervicale, reste encore 

limitée chez les souris.  

Le mécanisme de la plasticité post-lésionnelle est attribuée au « phénomène 

phrénique croisé » (CPP), qui consiste en l’activation de voies silencieuses qui 

traversent la ligne médiane de la moelle épinière au niveau segmentaire C3-C6 et se 

connecte aux motoneurones phréniques ipsilatéraux (92, 93). Ainsi, il a été suggéré que 

ce processus spontané de plasticité post-lésion, nommé « phénomène interphrénique 

spontané », pourrait être différent des voies initiales décrites comme le générateur 

central de rythme et de mise en forme (CPG « central pattern generator ») et devrait 
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impliquer le réacheminement axonal, et la formation de nouvelles connexions 

polysynaptiques aux motoneurones phréniques par l’intermédiaire des interneurones 

de la colonne vertébrale cervicale (38, 94-96). Néanmoins, le rétablissement de la 

fonction de motoneurones phréniques reste limité et les déficits de la respiration 

persistent pendant des mois après la blessure (55, 96). 

En ce qui concerne l’impact de la lésion médullaire cervicale sur la morphologie 

des muscles diaphragmatiques, j’ai étudié l’effet d’une stratégie non invasive pour 

améliorer la plasticité diaphragmatique à long terme et le remodelage. L’étude à long 

terme dans les modèles de lésion médullaire cervicale chez le rat a déjà démontré qu’à 

42 jours post-lésion, le diaphragme montre une réduction de myofibres du type IIb / x, 

et l’hypertrophie n’était plus évidente sur les myofibres type I ou IIa (56). En outre, la 

réduction de la force contractile se produit parallèlement à la diminution de section 

transversale des fibres musculaires. Dans cette étude, la section transversale de 

myofibres du type I a montré une légère augmentation du côté du diaphragme 

ipsilatéral dans les groupes SED et TR SCI. D’autre part, l’entraînement physique a 

diminué les myofibres du type IIa dans le côté controlatéral. 

L’exercice physique est la procédure la plus appropriée pour réadapter les 

personnes avec une lésion médullaire. L’exercice physique du type aérobie est bien 

établi dans la littérature comme plus bénéfique dans l’amélioration de la capacité 

aérobie et l’augmentation de la densité mitochondriale et de l’expression de la citrate 

synthase (97). Récemment, j’ai pu montrer chez le rat que l’entraînement prolongé à 

l’exercice d’endurance conduit à une augmentation de la microcirculation des muscles 
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squelettiques (30). De plus, il a été suggéré que l’angiogenèse est plus rapide en 

réponse à une faible intensité d’entraînement physique (98). Dans ce contexte, cette 

stratégie pourrait être bénéfique pour le diaphragme hémiplégique suite à une lésion 

médullaire cervicale. Je démontre pour la première fois l’effet de l’exercice physique 

aérobie sur le remodelage de capillaires dans le muscle respiratoire chez la souris 

blessée médullaire cervicale. Les capillaires du côté controlatéral du diaphragme du 

groupe entrainé ont été augmentés par rapport au groupe sédentaire. Comme 

précédemment démontré, cette augmentation de la densité capillaire pourrait contribuer 

au « switch » de fibres glycolytique vers les fibres oxydatives (99-101). Nos résultats 

suggèrent que la morphologie et le remodelage vasculaire du diaphragme induits par 

notre protocole d’exercice, pourraient contribuer à éviter le déséquilibre de la 

distribution de fibres glycolytiques/oxydatives entre les 2 côtés de diaphragme dans le 

modèle d’hémisection en C2. D’autres expériences sont nécessaires pour déterminer si 

les changements induits par entrainement physique sur la morphologie du diaphragme 

et les structures vasculaires sont corrélés avec la durée de contraction analysée par 

électromyographie. 
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7 CONCLUSION 

Nous avons montré que le test incrémental est applicable pour évaluer la capacité 

de course chez la souris après lésion cervicale de la moelle épinière. L’entraînement 

aérobie améliore la microcirculation des muscles locomoteurs et joue un rôle favorable 

sur la distribution des myofibres et la microcirculation du diaphragme après 

hémisection cervicale de moelle épinière. L’intensité employée dans notre protocole 

d’exercice physique de 6 semaines n’a été pas suffisante pour induire une amélioration 

de la fonction respiratoire après hémisection cervicale de moelle épinière. Néanmoins, 

ces données permettent de considérer que l’entraînement aérobique pourrait être une 

bonne stratégie non invasive à utiliser afin de maintenir la plasticité locomotrice et 

respiratoire musculaire suite à une lésion médullaire cervicale. 
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8 COMMUNICATION SCIENTIFIQUE 

Effets d'un exercice de faible intensité sur la plasticité musculaire dans 

un modèle murin d’hémisection de la moelle épinière cervicale 

Article en révision : Scientific reports  

Les lésions de la moelle épinière cervicale entraînent des déficits respiratoires et moteurs 

permanents. L’entrainement physique est une des stratégies la plus fréquemment utilisées pour 

améliorer la récupération motrice et respiratoire dans les modèles animaux et les études cliniques. 

Peu d'études ont utilisé le modèle murin d'une hémisection spinale cervicale partielle au deuxième 

segment métamérique cervical (C2HS). Nous avons donc émis l’hypothèse que 6 semaines 

d'entrainement physique de faible intensité peuvent fournir une récupération respiratoire et 

locomotrice. Pour cela, nous avons utilisée comme outil d’entrainement, la roue d’exercice forcée. 

Après la fin du protocole d’entrainement physique de 6 semaines, nous avons réalisé des analyses 

électromyographiques des diaphragmes 51 jours après lésion. Pour les analyses biomoléculaires, 

la composition du type de fibre et la distribution capillaire dans les muscles diaphragmatiques, 

l’extenseur des doigts communis, le tibialis antérieur et le soléaire ont été étudiées.  

Les résultats obtenus ont démontré que 6 semaines d'entrainement sur la roue d'exercice 

forcé ont augmenté la capacité de course des animaux C2HS entraînés. Cependant, aucune 

augmentation spontanée de l'amplitude de l’activité électromyographique diaphragmatique du côté 

lésé n'a été observée jusqu'à 51 jours après C2HS dans les deux groupes, tandis que la durée de 

cette activité a été significativement diminuée dans le groupe sédentaire C2HS par rapport au 

groupe entrainé C2HS. Le type de fibre dans les muscles locomoteur n'a pas été modifié. Fait 

intéressant, une augmentation de la vascularisation de tous les muscles des membres après C2HS 

dans le groupe entraîné a été observée. L’aire de section transversale du type de fibre MHC IIa dans 

le muscle diaphragmatique dans le groupe C2HS entraîné était plus petit alors que la distribution 

des fibres dans le côté blessé n'était pas affectée par rapport aux animaux sédentaires C2HS. De 

plus, la vascularisation sur diaphragme du côté intact a été augmentée dans le groupe entrainé 

C2HS, ce qui pourrait suggérer une meilleure résistance à la fatigue. L’ensemble de ces résultats 

démontrent que notre protocole d'entrainement pourrait être une bonne stratégie non invasive pour 

moduler le type de fibres musculaires et la réorganisation vasculaire afin de maintenir la plasticité 

des muscles locomoteurs et respiratoires après une lésion de la moelle épinière cervicale. 
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ABSTRACT  

Cervical spinal cord injury (SCI) results in permanent life-altering motor and respiratory deficits. However, 

few studies have used the mouse model of partial cervical spinal hemisection at the second cervical 

metameric segment to investigate the role of exercise training on locomotor and respiratory recovery. The 

aim this work was demonstrate the feasibility to use a mouse model to investigate the impact of cervical 

spinal cord injury on locomotor/respiratory plasticity and recovery followed by 6 weeks of training on forced 

exercise wheel system. To assess locomotor and respiratory functions, incremental tests and diaphragmatic 

electromyography were done. In addition, muscle fiber type composition and capillary distribution were 

assessed at 51 days following chronic C2 injury in diaphragm (DIA), extensor digitorum communis (EDC), 

tibialis anterior (TA) and soleus (SOL). Six-week exercise training increased the running capacity in trained SCI 

mice. Fiber type composition in EDC, TA and SOL muscles was not altered. The vascularization was increased 

in all muscle limbs in SCI TR group. No spontaneous increase in diaphragmatic electromyography amplitude 

on the ipsilateral DIA was observed in both SCI groups, while the duration was significantly decreased in 

sedentary group compared to trained group. Cross-sectional area of type IIa myofiber in the contralateral 

DIA in SCI trained group was smaller. Fiber type distribution between contralateral and ipsilateral DIA in SCI 
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sedentary group was affected while no difference was observed in TR group. In addition, the vascularization 

on contralateral DIA was increased in SCI trained group. All these results suggest an increase in fatigue 

resistance and a contribution to running capacity in SCI TR group. In addition, our exercise protocol could be 

a good non-invasive strategy to use in order to sustain locomotor and respiratory muscle plasticity following 

cervical spinal cord injury.  

 

 

 

 

 

 

 

INTRODUCTION 

A spinal cord injury (SCI) results in permanent life-altering neuromotor functions due to the limited recovery 

capacity of the central nervous system. However, injury located at the cervical level is characterized by the 

loss of sensory-motor functions below the site of injury and induces permanent respiratory insufficiency (2, 

49). Rodents are commonly used as pre-clinical models due to their high reproducibility to investigate the 

effects of partial cervical spinal hemisection at the second cervical metameric segment (SCI) on motor 

function (57, 102-104). SCI induces a deafferentation of the bulbo-spinal descending premotor drive to 

phrenic motor neurons, leading to the paralysis of the diaphragm (DIA) muscle on the side of injury. The 

contralateral DIA of the SCI remains intact and allows the animal survival. Following SCI, impairment and 

paralysis of skeletal muscles, that are innervated caudal to the lesion site, are accompanied by a shift from 

an oxidative to a highly glycolytic, and fatigable phenotype in both animals and humans (61-63). In addition, 

microvascular supply undergoes remodeling, typically in the form of capillary rarefaction on the muscle. This 
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rarefaction impairs the capacity to deliver oxygen and fuel to working muscles, contributing to the reduced 

fatigue resistance (65). The diaphragm is the major muscle responsible for breathing and also participates in 

non-ventilatory behaviors associated with airways clearance, such as coughing or sneezing (37, 59, 60). The 

impact of SCI on the diaphragm has previously been studied using rat animal model. In general, diaphragm 

recovery is quite limited (55-57). Moreover, SCI injury impact other components of the diaphragm motor 

unit, mainly at the level of the neuromuscular junction and the muscle fiber types and size (56). At day 1, a 

reduction in ipsilateral diaphragm cross-sectional area of type I and IIa myofibers is observed, while type IIb/x 

myofibers have reduced cross-sectional area at both 1 and 7 days following SCI (61). At 42 days, the size of 

type IIb/x myofibers is reduced, and hypertrophy is no longer evident in type I or IIa myofibers (56). These 

previous findings suggest that rats with SCI present a tremendous capability of muscular remodeling 

following injury. However, little is known about the microvascular modulation and the effect of a non-invasive 

intervention (i.e. exercise training paradigm) in diaphragm morphology post-SCI.  

The literature has well established that exercise enhances functional recovery following injury in rodents (41, 

76, 77). One study has shown that 5 days of voluntary running were effective to improve skill motor function 

in mouse model of thoracic SCI (79). The stimulation of fore/hindlimb muscles by rehabilitation exercise is 

used as a strategy to enhance the stepping ability and respiratory recovery post SCI in both animal models 

and clinical studies (76, 77, 79). On the other hand, these evidences reinforce the hypothesis that stimulation 

of limb muscles may be useful to investigate respiratory rehabilitation post SCI. In this case, rat models are 

the most widely used to study SCI (50). However, only few studies have used the mouse model of cervical 

injury to assess post-traumatic spontaneous locomotor and respiratory recovery (50-52). Recently, Reinhardt 

et al. showed that mouse model may recover a sufficient ambulatory locomotion after 60 days of bilateral 

cervical spinal contusion (105). Despite that, there is no studies on SCI mouse model which investigate the 

role of a long-term exercise training paradigm on locomotor and respiratory muscle plasticity. Therefore, the 

aim of this work was to demonstrate the feasibility of using a mouse model to investigate the impact of 

cervical spinal cord injury hemisection on locomotor/respiratory plasticity and recovery followed 6 weeks of 

training on forced exercise wheel system. We wanted 1) to evaluate the animal running capacity (at different 
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post-lesional time points) on forced exercise wheel system, 2) to investigate the effect of SCI on locomotor 

forelimb (extensor digitorum communis (EDC)), hindlimb (Tibialis anterior (TA) and soleus (SOL)) and 

respiratory (DIA) morphology muscles and microcirculation following 6 weeks of slow intensity exercise 

training paradigm. Diaphragmatic electromyography was also recorded at the end of exercise training 

protocol to determine the recovery of mouse diaphragm activity. 

 

MATERIAL AND METHODS 

Ethics statement 

All experiments reported in this manuscript were conformed to the policies laid out by the Guide for the Care 

and Use of Laboratory Animals in the EU Directive 2010/63/EU for animal experiments. These experiments 

were approved by the Ethics committee of the University of Versailles Saint-Quentin-en-Yvelines and 

complied with the French and European laws regarding animal experimentation (Apafis 

#2018011916127707v4). These experiments were performed on adult C57BL/6 male and female mice (8-10 

weeks old). The animals were housed in individually ventilated cages in a state-of-the-art animal care facility 

(2CARE animal facility, accreditation A78-322-3, France), with access to food and water ad libitum on a 12 h 

light/dark cycle.  

Incremental test protocol 

A total of 36 animals were familiarized to the forced exercise wheel system (Lafayette Inst., Lafayette, IN) 

during 1 week (6 m/min, 10 min each day). After the acclimatization period, all mice performed an 

incremental test with increments of 2 m/min every 2 min, until exhaustion, defined as the moment when 

animals were unable to keep up the pace into the wheel or animal stopped running spontaneously. A custom-

made polystyrene barrier was developed to motivate the animal to keep running. After a first incremental 

test (before SCI surgery) the mice were randomly separated in 3 groups: NAIVE(n=12, 6 females and 6 males), 
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SHAM (n=12, 8 females and 4 males) and SCI (n=12, 5 females and 7 males). Afterwards, each NAIVE, SHAM 

and SCI group was equally distributed (n=6 to each group) to sedentary or trained subgroups (SED or TR). No 

difference in incremental test results was observed between sex. A second incremental test was performed 

7 days after SCI/SHAM surgery to determine the intensity of the exercise protocol (60% from maximal speed 

achieved). At the end of the exercise protocol, sedentary and trained mice performed a third incremental to 

evaluate the running performance at 49 days after the SCI /SHAM surgery (Figure 1A).  

Chronic C2 hemisection 

Animals were anesthetized with isoflurane (5% in 100% O2) in a closed chamber. Anesthesia was maintained 

throughout the procedure (1.5-2% isoflurane in 100% O2) through a nose cone. Animals were placed on a 

heating pad. After careful shaving of the dorsal part of the animal’s neck, the skin and muscles above the first 

vertebrae were retracted. A C2 laminectomy and a durotomy were performed. The spinal cord was ventro-

laterally hemisected caudal to the C2 dorsal roots by using microscissors followed by the use of a micro-

scalpel to ensure the sectioning of all remaining fibers. Sutures were performed to close the wounds and 

skin. Sham mice underwent the same procedures without the hemisection. The isoflurane vaporizer was then 

turned off and mice received subcutaneous injections of analgesic (buprenorphine, 375 µg/kg: Buprecare 

from Axience) and antibiotics (40 mg/kg Trimethoprim and 200 mg/kg Sulfadoxin: Borgal 24%, from Virbac).  

 

Exercise training protocol paradigm 

Exercise training was applied during 6 weeks (1 week after surgery) and consisted of running on an exercise 

wheel system at 60% of the second incremental test (7 days after SCI surgery), 1 hour per day and 5 days a 

week. Sedentary mice were kept in non-moving wheel for the entire duration of the exercise session.  
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Electrophysiological recordings 

Two days after the third incremental test (49 days after SCI surgery), anesthesia was induced using 5% 

isoflurane in 100% O2 and maintained throughout the experiment (2.5% in 21% O2) through a nose cone. 

Animals were placed in supine position on a heating pad to maintain a physiological and constant body 

temperature. A laparotomy was performed to access the diaphragm. Both sides (ipsilateral and contralateral 

to the spinal cord lesion) of the diaphragm were tested for their activity (electromyography) using a 

handmade bipolar surface silver electrode on the muscle during spontaneous poïkilocapnic normoxic or 

transient mild asphyxia breathing (by occlusion of the animal nose for 15 s). Electromyographies were 

amplified (Model 1800; gain, 100; A-M Systems, Everett, WA, USA) and band pass-filtered (100 Hz to 10 kHz). 

The signals were digitized with an 8-channel Powerlab data acquisition device (Acquisition rate: 4 k/s; AD 

Instruments, Dunedin, New Zealand) connected to a computer and analyzed using LabChart 9 Pro software 

(AD Instruments, Dunedin, New Zealand). The bilateral diaphragmatic electromyographies were integrated 

(50 ms decay). At the end of the experiment, animals were humanly euthanized by intracardiac perfusion of 
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heparinized 0.9% NaCl (10 mL) for tissue harvesting. The C1-C3 segment of the spinal cord was dissected out 

and immediately placed overnight in cold 4% paraformaldehyde, then cryoprotected for 48h in 30% sucrose 

(in 0.9% NaCl) and samples were stored in a freezer at -80°C. Forelimb (EDC) and hindlimb (TA and SOL) 

muscles from the ipsilateral side, and respiratory muscle (Ipsilateral and Contralateral DIA) were then 

dissected and immediately flash-frozen in isopentane (2-methylbutane) chilled with liquid nitrogen. After 

freezing, muscle samples were stored at -80°C for further processing.  

Immunofluorescence labeling of muscle tissue 

All frozen skeletal muscles were placed in a Leica cryostat and transverse sections of 10 μm were performed. 

Sections were blocked for 45 min in 10% goat serum diluted in PBS 1X solution and incubated overnight at 

4°C in primary antibodies for the following Myosin heavy chain (MyHC) isoforms: MyHCSlow (BA-F8, 1:100 

dilution; Developmental Studies Hybridoma Bank, Iowa City, IA), MyHC2A (SC-71, 1:100 dilution; 

Developmental Studies Hybridoma Bank), and Laminin (Sigma L9393, 1:200 dilution; Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO). Secondary antibodies were then incubated at a 1:2000 dilution, using Alexa Fluor Goat anti-Mouse 

IgG2b 647 (for MyHCSlow), Goat anti-Mouse IgG1 555 (for MyHC2A) and Goat anti-Rabbit 594 (for Laminin). 

CD 31 (PECAM-1, 1:100; Thermo Fisher Scientific, Inc., MA) antibody was incubated with Laminin antibody 

and Alexa Fluor Goat anti-Rat 488 and Goat anti-Rabbit 594 were applied at 1:2000 dilution.  

Muscle measurements 

Fields within stained cross-sections were captured at 10 × magnification on a laser confocal microscope (Leica 

TCS SPE) capable of simultaneous imaging of multilabeled fluorescence. Images were captured in a 1024 x 

1024 pixel array, with similar acquisition parameters across preparations. The composition of the different 

types of myofibers (scale bars=200 µm) was measured in approximately 200 muscle fibers from each muscle 

in each animal and was analyzed using Fiji v1.52p (NIH Image du National Institutes of Health, USA). The same 

fibers selected for cross-sectional area measurements were also used to determine the proportion of fiber 

types in each muscle. Based on the staining pattern, all skeletal muscles fibers were classified as type I, type 
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IIa, type IIx and/or IIb (61). CD31-positive cells and the number of fibers were counted then, density and 

capillary-to-fiber ratios were calculated using Fiji v1.52p (NIH Image du National Institutes of Health, USA). 

 

Histological reconstitution of the extent of C2 injury 

Longitudinal spinal cord sections (30 µm thickness) were obtained with a Leica cryostat and the extent of 

injury was assessed after cresyl violet staining. A light microscope was used to evaluate the extent of the 

injury and reported on a stereotaxic transverse plane (C2). Each injury was then digitized and analyzed with 

Fiji v1.52p (NIH Image du National Institutes of Health, USA). The percentage of damaged tissue on the injured 

side was calculated by reference to a complete hemisection (which is 100% of the hemicord). 

 

Data processing and statistical analyses 

The amplitude and duration electromyography signal of minimally 5 double integrated bursts during 

spontaneous breathing and mild asphyxia was calculated for each animal from the both diaphragm sides with 

LabChart 9 Pro software (AD Instruments). Student’s t test was performed between the different groups for 

extent of injury evaluation or between the different post-lesioned time groups of the same condition. Paired 

t-test was used for comparisons 1) of the animal running capacity through incremental test at different time 

points (before SCI, 7 days after SCI and 49 days after SCI) and 2) of contralateral and ipsilateral diaphragmatic 

electromyography and 3) of immunofluorescence analysis. Two-way ANOVA (Bonferroni post hoc test) was 

used considering training and group (NAIVE, SHAM and SCI group) as different ways. All data were presented 

as mean ± SEM and statistics were considered significant when p<0.05. SigmaPlot 12.5 software was used for 

all analyses. 

RESULTS 
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Maximal physical capacity 

The size of the cervical SCI lesion was similar in the lateral part of both groups of injured animals (SCI SED and 

SCI TR group) (Figure 1B). Quantitatively, no significant difference in the size of injury between SCI SED and 

SCI TR groups was observed (86.99 ± 4.60 % and 80.23 ± 4.27 %, respectively, p= 0.329) (Figure 1C). Running 

capacity expressed as running time (s) was decreased in SCI groups at 7 days after SCI. After 6 weeks of 

training on the forced exercise wheels (Figure 2A), running capacity was higher in trained groups (Figure 2B) 

(785.20 ± 59.21 s vs 500.31 ± 20.00 s for SCI TR vs SCI SED, p<0.05; 1119.48 ± 50.74 s vs 857.32 ± 80.94 s for 

NAIVETR vs NAIVESED p<0.05; 1102.93 ± 34.99 s vs 802.75 ± 85.49 s for SHAM TR vs SHAM SED, p<0.05).  

 

Morphometric analysis of locomotor muscle  

To investigate whether forced exercise wheel training alters the muscle fiber composition in SCI mice, MyHC 

isoforms (MyHCSlow= type I, MyHC2A= type IIa and non-labeling= IIb/x) were detected by 

immunofluorescence staining (Figure 3). However, only soleus muscle presented type I staining (Figure 3A). 

The predominant types of myofibers in the ipsilateral forelimb (EDC) and hindlimb (TA and SOL) muscles of 

trained and sedentary animals were compared. No significant difference in the relative distribution of 

myofiber types between SCI TR and SCI SED was found at any all 3 locomotor muscles (Figure 3B-D). However, 
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a significant decrease in cross-sectional area type IIa myofiber was observed in EDC of NAIVETR group (Figure 

4A) (625.43 ± 10.40 µm² vs 752.87 ± 49.78 µm²; NAIVETR vs NAIVESED, p<0.05) and in SHAM SED group 

(645.19 ± 24.37 µm² vs 752.87 ± 49.78 µm²; SHAM SED vs NAIVESED, p<0.05) compared to NAIVESED group. 

Cross-sectional area of type IIb/x myofiber in the EDC was reduced in NAIVETR (Figure 4B) (1127.63 ± 70.26 

µm² vs 1506.85 ± 93.62 µm²; NAIVETR vs NAIVESED, p<0.05), in SHAM SED (1005.97 ± 37.97 µm² vs 1506.85 

± 93.62 µm²; SHAM SED vs NAIVESED, p<0.05) and in SCI SED group (1178.82 ± 84.52 µm² vs 1506.85 ± 93.62 

µm²; SCI SED vs NAIVESED, p<0.05) compared to NAIVESED group. No significant difference in cross-sectional 

area of TA muscle was observed between groups (Figure 4C and D). Interestingly, in SOL muscle, the cross-

sectional area in myofibers of SHAM SED group compared to NAIVESED group, presented no significant 

difference in type I fibers (Figure 4E) (1303.93 ± 46.97 µm² vs 1613.38 ± 158.96 µm²; SHAM SED vs NAIVESED, 

p=0.143), while in type IIa (Figure 4F) a tendency to reduce (743.56 ± 64.84 µm² vs 1088.34 ± 134.40 µm²; 

SHAM SED vs NAIVESED, p=0.079) and a significant decrease in type IIb/x (Figure 4G) were observed (538.94 

± 56.44 µm² vs 902.87 ± 68.15 µm²; SHAM SED vs NAIVESED, p<0.05).  
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Vascularization analysis of locomotor muscle.  

To assess the capillary response to exercise, endothelial cells were detected in EDC, TA and SOL muscles 

(Figures 5) by immunofluorescence staining and then capillary density (CD) and capillary-to-fiber ratio (C:F 

ratio) were analyzed (Figures 6A-F). For the capillary density of forelimb muscle (EDC) no significant 

difference was observed between groups (Figure 6A), while the capillary-to-fiber ratio (Figure 6B) in SCI TR 

group was higher than in the SCI SED (C:F 1.48 ± 0.27 vs 0.47 ± 0.06, SCI TR vs SCI SED, p<0.05) and NAIVETR 

(C:F 1.48 ± 0.27 vs 0.70 ± 0.16, SCI TR vs NAIVE, p<0.05) groups. Six weeks of exercise training increased the 

muscle capillaries of the hindlimb (TA and SOL) in SCI group (Figures 6C-F), capillary density and capillary-to-

fiber ratio in the SCI TR group were increased compared to the SCI SED group in TA muscle (Figures 6C and 

D) (CD 10602.12 ± 1575.66 µm² vs 5362.49 ± 802.74 µm²; C:F ratio 1.71 ± 0.12 vs 1.01 ± 0.24, SCI TR vs SCI 

SED, p<0.05) and SOL muscle (Figures 6E and F) (CD 2655.93 ± 265.20 µm² vs 1685.34 ± 196.38 µm²; C:F ratio 

2.32 ± 0.33 vs 1.33 ± 0.18, SCI TR vs SCI SED, p<0.05). In addition, the capillary density in TA muscle was higher 

in the SCI TR group than in the NAIVETR group (CD 10602.12 ± 1575.66 µm² vs 5600.13 ±576.03 µm²). The 

same tendency was observed in the and SOL muscle (CD 2655.93 ± 265.20 µm² vs 1319.29 ± 152.05 µm², SCI 
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TR vs NAIVETR, p<0.05). In the SCI SED group the capillary density of TA muscle was significantly lower than 

that seen in the NAIVESED group (CD 5362.49 ± 802.73 µm² vs 8530.24 ± 1821.85, SCI SED vs NAIVESED, 

p<0.05).  
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 SCI effect on diaphragm activity following exercise training  

Representative traces of raw diaphragmatic electromyography at 51 days following SCI are shown in Figure 

7A (uninjured (NAIVE/SHAM, SED and TR) and injured animals in Figure 7B (SCI, contralateral and ipsilateral 

DIA, SED and TR). A reduced diaphragmatic electromyography activity during spontaneous breathing and 

mild asphyxia on the ipsilateral side in SCI groups was observed when compared to the contralateral side. 

Diaphragmatic electromyography during spontaneous breathing and mild asphyxia did not show any 

difference in amplitude on the contralateral side of injured and uninjured animals groups. Quantitatively, 

uninjured animals groups showed a similar integrated diaphragm average amplitude (Figure 7C and D) (1.19 

± 0.13 and 0.97 ± 0.11 µV.s.s, for NAIVESED and TR, respectively, 1.12 ± 0.15 and 0.98 ± 0.23 µV.s.s, for SHAM 

SED and TR, respectively, p<0.05) compared to the contralateral side of the SCI SED (1.59 ± 0.28 µV.s.s) and 

SCI TR group (1.37 ± 0.18 µV.s.s). Fifty-one days following SCI, the integrated diaphragm average amplitude 

during spontaneous breathing and mild asphyxia on the ipsilateral side was reduced compared to the 
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contralateral one. No significant difference was observed during spontaneous breathing (0.38 ± 0.08 µV.s.s, 

for SCI SED and 0.61 ± 0.11 µV.s.s, for SCI TR, p=0.138) and mild asphyxia (0.74 ± 0.07 µV.s.s, for SCI SED and 

0.830 ± 0.19 µV.s.s, for SCI TR, p= 0.589). On the ipsilateral side, a significant decrease in the duration of 

integrated average electromyography during spontaneous breathing (Figure 7E) was observed in SCI SED 

group when compared to the contralateral side (158.06 ± 4.92 ms vs 139.17 ± 4.37 ms, p<0.05), while in the 

SCI TR group no difference was observed between diaphragm sides (153.13 ± 5.07 ms vs 145.82 ± 9.53 ms, 

p=0.272 for contralateral vs ipsilateral). Interestingly, the duration of integrated average electromyography 

during mild asphyxia (Figure 7F) showed a decreasing tendency in the SCI SED group (181.89 ± 9.55 ms vs 

155.60 ±5.83 ms, contralateral vs ipsilateral side, respectively, p=0.092), while it was significantly reduced in 

SCI TR group (169.75 ± 6.62 ms vs 151.98 ± 2.84 ms, contralateral vs ipsilateral side, respectively, p=0.043). 

 

Morphometric analyses of respiratory muscle 

To investigate the effect of our forced exercise wheel training protocol in respiratory muscle recovery 

followed by SCI, MyHC isoforms (MHC I, IIa and negative label IIb/x) were detected by immunofluorescence 

stain (Figure 8A). The predominant fiber types of the contralateral and ipsilateral diaphragm muscle were 

analyzed (Figure 8B-E). In cross-sectional area of type I myofiber (Figure 8B), no significant increase was 

observed on the ipsilateral side of both SCI groups (SED and TR) compared to their respective contralateral 
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sides (SCI SED 634.29 ± 41.02 µm² vs 875.59 ± 96.62 µm², respectively, p=0.126; and SCI TR 607.57 ± 38.88 

µm² vs 801.56 ±62.77 µm², respectively, p=0.076). In the SCI TR group, the cross-sectional area of type IIa 

myofiber on the contralateral side (Figure 8C) was decreased when compared to the ipsilateral side (524.09 

± 13.74 µm² vs 759.74 ± 33.07 µm², respectively, p<0.05) and SCI SED contralateral side (524.09 ± 13.74 µm² 

vs 645.19 ± 39.89 µm², SCI TR vs SCI SED group, p<0.05). In type IIb/x myofiber cross-sectional area (Figure 

8D), no difference was observed between groups or diaphragm sides. Relative distribution (Figure 8E) was 

altered between the contralateral and the ipsilateral sides in SCI SED group (7.25 ± 1.14 % vs 16.49 ± 4.20 %, 

p<0.05), while no difference was observed in the SCI TR group (7.88 ± 1.13 % vs 10.17 ± 1.77 %, p=0.303). 

 

 

Vascularization analysis of respiratory muscle.  

To assess the capillary response to exercise, endothelial cells were detected in diaphragm muscle (Figures 

9A) by immunofluorescence and then capillary density (CD) and capillary-to-fiber ratio (C:F ratio) were 

analyzed (Figure 9 B-C). Six weeks of exercise training increased effectively the capillary density and capillary-

to-fiber ratio (Figures 9B and 9C) on the contralateral side of SCI group (CD 1586.00 ± 280.68 µm² vs 433. 87 

± 65.91 µm²; C:F 1.46 ± 0.21 vs 0.82 ± 0.12, SCI TR vs SCI SED, respectively, p<0.05). On the other hand, no 

significant difference in the capillary density was observed between ipsilateral sides of SCI groups (CD 
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1061.15 ± 235.35 vs 851.63 ± 224.75, SCI TR vs SCI SED, respectively, p=0.534) and capillary-to-fiber ratio (C:F 

0.945 ± 0.15 vs 1.29 ± 0.24, SCI TR vs SCI SED, respectively, p=0.606). 

 

 

DISCUSSION 

This study reports for the first time the effect of a 6-week low intensity exercise training on 

locomotor/respiratory muscles and vascular remodeling in a mouse model of C2 cervical spinal cord injury.  

Impact of cervical spinal cord injury on locomotor muscles 

Running capacity of the SCI group was significantly reduced 7 days after injury. A 6-week exercise training (49 

days post SCI) induced a running capacity recovery similar to the level observed pre-SCI. Cervical SCI 

commonly affects ipsilateral forelimb and rehabilitative training is usually provided to recover locomotor 

skills abilities (106, 107). Usually, to assess limb rehabilitation, training efficacy is measured through a 

qualitative rating scale such as the Basso Mouse scale (BMS), the forelimb locomotor assessment scale (FLAS) 

or the forelimb locomotor scale (FLS) (108-110). However, these tests are better suited for evaluating 
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parameters like coordination, paw position, and trunk instability (Basso et al., 1995; Carvalho et al., 2008; 

Crameri et al., 2002; Jung et al., 2016; Liu et al., 2008; Sandrow-Feinberg et al., 2009; Zhang et al., 2007). 

Locomotor rehabilitation is one of the most common methods to provide functional recovery after SCI in 

both pre-clinical settings and animal models (79, 111). This training promotes plasticity in the neuromuscular 

control, especially in the spinal circuit pattern generator (CPG) (112-114). However, studies using 

rehabilitative training, which induces repetitive movement for one specific task (e.g. treadmill walking, biking, 

wheel running, swimming), assess locomotion recovery only by qualitative tests (66, 67, 115), whereas 

running capacity has not yet been evaluated in mice following chronic SCI. Several studies have used 

incremental exercise capacity in both animal models and humans as a strategy to evaluate running capacity 

(81, 116-118). In order to assess the post-traumatic CPG plasticity, we were able to quantify using the 

incremental test the impact of SCI on the running capacity of our mouse model. 

In rodent models, SCI impacts dramatically the muscle morphology within the first weeks following injury 

(82, 83). One week of training can efficiently improve recovery in the skeletal muscle heavily impacted by SCI 

(84, 85). Few studies have assessed the effects of long periods of locomotor training on muscle properties in 

a mouse model of SCI. Battistuzzo et al. have performed a treadmill-training paradigm on thoracic hemisected 

mice, with the speed initially set up at 6 m/min and then, gradually increased to 10–12 m/min over the course 

of training. This protocol led to a slight increase in fiber cross-sectional area at 10 weeks post-training in SOL 

muscle (62). In comparison with the training paradigm above, our 6-week low intensity exercise training 

protocol did not change fiber cross-sectional area in locomotor muscle. The absence of modification in fiber 

cross-sectional area of skeletal muscle may be due to the exercise intensity or the duration period applied in 

this work. However, despite the fact that our exercise training protocol was not effective to remodel the fiber 

cross-sectional area of the limb muscles, an increase in the microcirculation in the SCI TR group was observed. 

Contrary to skeletal muscles, microvascular supply undergoes remodeling, typically in the form of capillary 

rarefaction after SCI (65). The capacity to deliver oxygen and fuel to the working muscles is de facto impaired 

and contributes to reduce fatigue resistance (86). Moreover, a capillary rarefaction could contribute to the 

impairment of insulin sensitivity and glucose intolerance which may be further aggravated by systemic 
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inflammation (87) and posttraumatic inflammatory response in SCI secondary pathogenesis (88, 89). 

Prolonged endurance exercise training leads to an increase in skeletal muscle microcirculation (116) and 

based on observation in rodents, it has been suggested that the rate of microvessels proliferation 

(angiogenesis) is faster in response to low intensity of aerobic exercise training (98). In our study, only the 

SCI group showed an increase in microcirculation after 6 weeks of exercise training. Usually, in prolonged 

endurance exercise in rodents, the intensity of exercise is adjusted to maintain the training intensity (116). 

However, we did not adjust our protocol training throughout the experiment to prevent any bias in our 

procedure between the uninjured and injured animals. The absence of increase in microcirculation in our 

uninjured TR groups could be due to the lack of exercise/training adaptation.  

Impact of cervical spinal cord injury on respiratory muscle 

We hypothesized that stimulation of fore/hindlimb muscle by exercise rehabilitation might be used as a 

strategy to enhance the neuroplasticity in order to recover the stepping ability and the respiratory function 

(41, 62, 76, 90). Treadmill training is known to improve respiratory function in patients with cervical and 

thoracic SCI. However, the mechanisms involved remain unclear (76). One hypothesis is that direct inputs to 

the respiratory CPG from the mesencephalic locomotor region may provide an interaction between spinal 

locomotor and brainstem respiratory CPGs (90). From this standpoint, an increase in hindlimb stimulation 

could lead to a phrenic motor output (119). This work investigated the modulation in diaphragm activity in 

SCI model following an exercise training protocol of 6 weeks. Electromyography activity was recorded at the 

end of the exercise training to determine its effect on the recovery of the SCI mouse. This current study 

showed for the first time that, even after 51 days, diaphragm recovery following SCI in mice is quite limited. 

Low intensity exercise training did not induce an effective recovery of the electromyography activity in 

impaired diaphragm in SCI mouse. On the other hand, the contraction duration observed during spontaneous 

breathing was reduced in SCI sedentary group, while it was similar in the SCI trained group and uninjured 

groups. Post-injury plasticity is attributed to the “cross phrenic phenomenon” (CPP), which consists in the 

activation of silent pathways crossing the spinal cord midline at the C3-C6 segmental level and connects to 

the ipsilateral deafferented phrenic motoneurons (92, 93). However, it has been suggested that this 
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spontaneous post-injured plasticity process, named, “spontaneous cross-phrenic phenomenon”, could be 

different from the initial pathways described as the CPP and should involve axonal sprouting and rerouting, 

and the formation of new polysynaptic connections to phrenic motoneurons via cervical spinal interneurons 

(38, 94-96). Nevertheless, the recovery of phrenic motor function remains limited and deficits in breathing 

persist for months post-injury (55, 96). With regard to the impact of SCI injury on diaphragmatic muscle, we 

investigated the effect of a putative non-invasive strategy to enhance long-term diaphragmatic plasticity and 

remodeling following SCI. Long-term study with in rat models of cervical SCI has previously demonstrated 

that 42 days post-injury diaphragm morphology exhibited a reduction in type IIb/x myofiber, and hypertrophy 

was no longer evident on type I or IIa myofibers (56). In addition, reduction in contractile force occurs in 

parallel with altered cross-sectional area of fibers. In our study, cross-sectional area of type I myofiber 

showed a slight increase in ipsilateral diaphragm in both SED and TR SCI groups. On the other hand, exercise 

training decreased type IIa myofiber in the contralateral side. Moreover, we investigated for the first time 

the effect of aerobic exercise on inducing angiogenesis in the respiratory muscle of SCI mice. Therefore, the 

capillaries in the intact diaphragm of SCI TR group were increased compared to SCI SED group. As previously 

demonstrated, this increase in capillary density could contribute to the switch in fiber type in the limb 

muscles (99-101). This suggests that morphology and vascular remodeling of the diaphragm, contributed to 

avoid imbalance of fiber distribution between diaphragm sides. More experiments are required to investigate 

if the changes on diaphragm morphology and vascular structures in SCI trained group are correlated with 

contraction duration analyzed by electromyography. 

Based on these data, low intensity exercise training improves the microcirculation of the locomotor muscle. 

In addition, our protocol showed a favorable role in diaphragm myofibers and vascularization after cervical 

spinal cord injury hemisection. These results suggest an increase in fatigue resistance and a contribution to 

the running capacity. On the other hand, we admit that 6 weeks of low exercise intensity are not enough to 

improve respiratory function. Nevertheless, our data allow us to consider that low intensity exercise training 

could be a good non-invasive strategy to use in order to sustain locomotor and respiratory muscle plasticity 

following cervical spinal cord injury.  
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FIGURE LEGEND 

Figure 1. Experimental design throughout surgery and low intensity exercise training periods and extent of 

injury following a C2 hemisection. A After 1st incremental test on forced exercise wheel, animals were 

distributed into six experimental groups (3 sedentary and 3 trained of NAIVE, SHAM and SCI). SHAM and SCI 

groups underwent cervical laminectomy followed by a 1-week recovery. Next, all groups went through a 6-

week aerobic exercise training on forced exercise wheel. B Schematic representation of the extent of injury 

for each animal in SCI SED and SCI TR groups. C Graph shows the quantification of the extent of injury in 

percentage compared to a 100% hemisected spinal cord. The quantification has only been made in the 

ventral part where the phrenic motoneurons are located. Data are presented as mean ± SEM (n = 6). There 

is no difference between the different groups (t-test, p = 0.4127). 

Figure 2. Maximal physical capacity expressed as running time (s). A Representative snapshot of a SHAM 

(upper) and SCI (below) mouse running in forced exercise wheel. B Running capacity on forced exercise wheel 

at different time points (before SCI; 7 days after surgery and 46 days after surgery). Data are presented as 

mean ± SEM (n = 6). Significance: b p<0.05 compared to sedentary, f p<0.05 compared to before surgery or 

7 days after surgery. 

Figure 3. Representative images of fiber type composition in locomotor muscles and analysis of fiber type 

composition. A Extensor digitorum communis (EDC), Tibialis anterior (TA) and Soleus (SOL) cryosections were 

immunostained to identify Myosin heavy chain (MyHC) isoforms: MyHCSlow (type I in blue), MyHC2A (type 

IIa in green) co-labeled with an anti-laminin antibody to visualize myofiber boundaries (type IIb/x 

corresponding to unlabeled fibers). Scale bar=200 μm. Relative distribution of MHC I, MHC IIa, and MHC IIb/x 

in B EDC, C TA and D Soleus SOL. Data are presented as mean ± SEM (n = 6). 

Figure 4. Analysis of fiber type composition in locomotor muscles. MHC I, MHC IIa, and MHC IIb/x fiber 

composition in cross sectional areas of A and B Extensor digitorum communis (EDC), C and D Tibialis (TA) 

anterior and E-G Soleus (SOL). Data are presented as mean ± SEM (n = 6). Significance: a p<0.05 compared to 

TR group; b p<0.05 compared to SED group; c p<0.05 compared to SHAM or SCI SED group. 

Figure 5. Comparison of CD31 expression and number of fibers in the skeletal muscles. Cryosections were 

immunostained to visualize CD31 (green) co-labeled with an anti-Laminin antibody (in red) in Extensor 

digitorum communis (EDC), Tibialis (TA) anterior and Soleus (SOL). Scale bar=200 μm. 

Figure 6. Analysis of endothelial cells in locomotor muscles. Capillary density in A Extensor digitorum 

communis (EDC), C Tibialis (TA) anterior and E Soleus (SOL). Ratio between capillary and fiber in B EDC, D TA 

and F SOL. Data are presented as mean ± SEM (n = 6). Significance: b p<0.05 compared to SED group; c p<0.05 

compared to SHAM or SCI SED group; d p<0.05 compared to NAIVEor SHAM TR group. 
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Figure 7. Diaphragm activity at 51 days following a C2 hemisection. A Representative traces of diaphragm 

raw electromyography for uninjured animals: NAIVEand SHAM groups (SED and TR) and B injured 

(contralateral diaphragm and ipsilateral diaphragm) animals: SCI groups (SED and TR). Graphs show 

integrated diaphragm amplitude during C spontaneous breathing and D mild asphyxia. Graphs represent the 

duration of integrated diaphragm signal during E spontaneous breathing and F mild asphyxia. Data are 

presented as mean ± SEM (n = 6). Significance: f p<0.05 compared to ipsilateral side. 

Figure 8. Analysis of fiber type composition in the respiratory muscle. A Diaphragmatic muscle cryosections 

were immunostained to visualize Myosin heavy chain (MyHC) isoforms: MyHCSlow (type I in blue), MyHC2A 

(type IIa in green) co-labeled with an anti-laminin antibody to visualize myofiber boundaries (type IIb/x 

corresponding to unlabeled fibers). Scale bar=200 μm. B-D muscle fiber cross sectional area. E Percentage of 

fiber type relative in diaphragmatic muscle. Data are presented as mean ± SEM (n = 6). Significance: a p<0.05 

compared to TR group; f p<0.05 compared to contralateral side. 

Figure 9. Analysis of endothelial cells on respiratory muscle. A Comparison of CD31 expression and number 

of fibers in the diaphragm muscle. Cryosections were immunostained to visualize CD31 (green) co-labeled 

with an anti-Laminin antibody (in red) in the diaphragm muscle. Scale bar=200 μm. B Capillary density and C 

Ratio between capillary and fiber. Data are presented as mean ± SEM (n = 6). Significance: b p<0.05 compared 

to SED group. 
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-B- 

Etude de l’intérêt de l’exercice physique dans la 

récupération fonctionnelle locomotrice et respiratoire 

chez la souris KO Nrf2 blessée médullaire cervicale 
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9 GENERALITES 

9.1 NRF2 ET LESIONS MEDULLAIRES 

Comme déjà abordé précédemment, une lésion médullaire est un événement qui 

se compose de phases primaire (aiguë) et secondaire (subaiguë). La lésion primaire est 

causée par une insulte à la moelle épinière, entraînant la stimulation des réponses 

inflammatoires et la perturbation de l'apport vasculaire de la moelle épinière pendant 

la phase secondaire. L'ischémie, l'apoptose, la nécrose, l'inflammation, le stress 

oxydatif et la formation de cicatrices sont courants. Ensuite, un dysfonctionnement 

temporaire ou permanent des systèmes moteur, sensoriel et autonome est instauré 

pendant la phase secondaire.  

De nombreuses études expérimentales se sont concentrées sur les voies de 

signalisation cellulaire impliquées dans la régulation de l'inflammation après lésion 

médullaire afin de trouver une stratégie thérapeutique. 

Une de ces stratégies serait l’activation du facteur de transcription Nrf2. Considéré 

comme un grand protecteur de multiples organes, cette protéine est considérée comme 

neuroprotectrice dans plusieurs maladies neurodégénératives comme la maladie 

d'Alzheimer et la maladie de Parkinson et lors des lésions médullaires. 

9.2 Facteur de transcription Nrf2 

Un des principaux acteurs des défenses antioxydantes dans notre organisme est le 

facteur de transcription appelé Nuclear factor (erythroid-derived 2) -like 2 (Nrf2). Il 
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appartient à la famille de protéines cap’n’collar (CNC) regroupant les protéines Nrf1, 

Nrf2 et Nrf3 chez les vertébrés (120, 121). Le Nrf2 est une protéine de 606 acides 

aminés chez l’homme, composée d’un domaine basique de la leucine zipper (bZIP) en 

C-terminal et de 7 domaines Nrf2-ECH homology (Neh). Neh1 contient le domaine 

bZIP et permet la dimérisation de Nrf2 avec une protéine de la famille de 

musculoaponeurotic fibrosarcoma (MAF). En condition basale, non stressée, le Nrf2 

est réprimé par liaison à la protéine homodimérique Kelch-like érythroïde dérivée des 

cellules avec la protéine 1 associée à l'homologie CNC (Keap1) dans le cytosol. Dans 

un état quiescent, le domaine Neh2 interagit avec le Keap1. Cette interaction 

fonctionne comme un adaptateur pour la dégradation de Nrf2 via Cul3 / Rbx1 en 

favorisant l'ubiquitination et la dégradation ultérieure de Nrf2 par le protéasome (122). 

Le domaine Neh6 conduit à la dégradation de Nrf2 dans les conditions de stress 

cellulaire en se liant au domaine de liaison de la beta-transducin repeats-containing 

proteins (β-TrCP). Les domaines Neh 3, 4, 5 permettent la transactivation de Nrf2 par 

fixation sur les séquences promotrices de ses gènes cibles, conduisant à la transcription 

de plus de 200 gènes cytoprotecteurs en réponse au stress oxydatif (121). Enfin, le 

dernier domaine, Neh7, interagit avec le domaine de liaison à l’ADN au récepteur X 

rétinoique α (RXR α) pour inhiber l’activation de Nrf2. En réponse à un stimulus 

oxydatif ou électrophile, les résidus de cystéine sur Keap1 sont modifiés. Ce 

mécanisme joue un rôle important car il est participe à de nombreuses fonctions 

homéostatiques comme par exemple la régulation de l’inflammation, du métabolisme 

redox et des protéases (123).  
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En outre, le Nrf2 régule la réponse inflammatoire cellulaire. En effet, il est capable 

d’inhiber la transcription des gènes codant pour les cytokines pro-inflammatoires de 

NF-kB. Cette interaction a été observée chez la souris Nrf2 KO. Lorsque les poumons 

de ces souris ont été stimulés au lipopolysaccharides (LPS), un inducteur 

d’inflammation, une augmentation de la sécrétion des cytokines pro inflammatoires 

(IL-1α, l'IL-1β et IL-6) issues des cellules polynucléaires comme les neutrophiles et les 

macrophages (cellules du système immunitaire inné) a été observée (124). 

9.3 Nrf2 en réponse à l’exercice aigu 

Comme pour l’inflammation, l’exercice physique est un activateur non 

pharmacologique du facteur de transcription Nrf2 (Figure 20). Il a été démontré qu’une 

activation régulière par l’exercice diminue le stress oxydatif en augmentant les 

défenses antioxydantes composées d'enzymes telles que la Cat, la superoxyde 

dismutase (SOD) et la GPx, et des antioxydants non enzymatiques, y compris le 

glutathion (122, 125). Des études in vitro utilisant des cellules musculaires 

squelettiques C2C12 démontrent que Nrf2 est activé par les ROS et que cette activation 

est supprimée lorsque des antioxydants, tels que la N-acétylcystéine, sont appliqués sur 

des cultures cellulaires (126). Des études sur un modèle in vivo ont démontré qu'une 

seule séance d’exercice intensif chez la souris de type sauvage augmente l'expression 

du gène Nrf2 ainsi que la quantité de la protéine Nrf2 dans le muscle squelettique et 

des enzymes de phase II dépendant de ce facteur de transcription (127, 128). Il est 

proposé que cet effet aigu de l’exercice sur l’activation de Nrf2 se traduit par une 

augmentation de l'expression génique comme l’hème oxygenase-1 (HO-1) et NAD (P) 
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H quinone déshydrogénase 1 (NQO1) qui sera plus activée chez les jeunes que chez 

les personnes plus âgées (129, 130). De plus, des diminutions du Nrf2 cytosolique et 

nucléaire ainsi que de la capacité de liaison Nrf2 / ARE liées à l'âge ont été 

précédemment montrées chez la souris dans le myocarde, tandis que chez le rat, 

l’atténuation du contenu protéique dans le foie s’accompagne de l’expression du gène 

antioxydant dépendant de Nrf2 en réponse à exercice (131, 132). 

Outre l’observation d’un effet de l’âge dans l’expression de Nrf2, d’autres 

données proposent que la forme physique puisse jouer un rôle majeur dans le maintien 

de la réponse Nrf2 aiguë avec le vieillissement. Ainsi, une étude a démontré une 

augmentation significative de l’expression génique d'ARNm de Nrf2 2h post-exercice 

chez des femmes d'âge moyen actives, physiquement soumises à une séance d’exercice 

modéré de 30 min sur tapis roulant. En revanche, les femmes sédentaires n'ont montré 

aucune modification de l'expression génique de Nrf2 ou des cibles en réponse à 

l’exercice [48].  

9.4 Nrf2 en réponse à l’exercice chronique 

L’activation régulière de Nrf2 est connue pour conduire à des réponses 

cumulatives de l'expression de l'ARNm (133). L'effet de l'entrainement physique 

régulier sur la réponse Nrf2 a été étudié de manière plus approfondie que l'exercice 

intensif. Plusieurs études réalisées avec des modèles animaux ont montré que quelle 

que soit la durée (4 à 24 semaines) ou l’intensité d'entrainement (modérée ou haute 

intensité), l'activation de la signalisation Nrf2 est présente sur plusieurs tissus 

comprenant les muscles squelettiques, les reins, le cerveau, le foie, les testicules, la 
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prostate, et le myocarde (131, 134-137). Les données de ces études chez les animaux 

démontrent que l'exercice chronique régule le contenu des protéines Nrf2 et l’activité 

des enzymes de phase II. Chez l'homme, les études plus approfondies sur la 

signalisation Nrf2 induite par exercice restent encore rares car des méthodes plus 

invasives sont nécessaires. Cependant, une étude transversale comparant les quantités 

de protéines Nrf2 et Keap1 dans une seule biopsie musculaire chez des personnes âgées 

sédentaires et actives a montré que les personnes physiquement actives disposaient de 

plus de protéines Nrf2 et un rapport Nrf2 / Keap1 plus élevé (138), suggérant que 

l'exercice régulier peut atténuer les changements liés à l'âge, comme cité 

précédemment.  

Figure 20: Activation de la voie de signalisation de Nrf2 par exercice 

aérobie d’après Done et Traustadóttir (41) 
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9.5 Système antioxydant dans la physiopathologie de lésion 

médullaires 

 Le facteur de transcription Nrf2 est considéré comme un grand protecteur de 

multiples organes et joue un rôle très important dans plusieurs maladies du système 

nerveux central. Par exemple, il a été montré que l’utilisation d’un activateur 

pharmacologique de Nrf2, le sulforaphane (SFN), induit une réduction de l'œdème 

cérébral après un traumatisme crânien (139). Un autre activateur, comme la tert-butyl-

hydroquinone, qui induit l'expression de plusieurs gènes médiés par Nrf2, s'est 

également révélé neuroprotecteur contre l'ischémie cérébrale (140). 

 

Figure 21 : Rôle de Nrf2 dans la modulation de la lésion médullaire d’après Pomeshchik et 

collaborateurs (142). 

Le Nrf2 agit donc comme un régulateur maître de nombreux gènes protecteurs. Il 

peut servir de cible thérapeutique dans les conditions neurodégénératives impliquant 

un stress oxydatif et inflammation, y compris les lésions médullaires. Dans des modèles 
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in vivo de lésion de la moelle épinière par compression thoracique, les souris Nrf2 KO 

présentent des déficits neurologiques, une expression de gènes pro-inflammatoires (IL-

1β, IL-6) plus importante que les souris sauvages, ainsi qu’une diminution dans 

l’expression des gènes antioxydants NQO1 et HO-1(Figure 21) (141, 142). 

9.6 Nrf2 et lésion médullaire chez des modèles animaux 

Récemment publiée, une revue de la littérature a montré que des études utilisant 

des propriétés anti-inflammatoires et neuroprotectrices de Nrf2 sont employées comme 

stratégie pour améliorer l’inflammation après une lésion médullaire (143). Dans une 

étude sur un modèle de contusion médullaire chez le rat, l’activation de la voie de 

signalisation Nrf2/ARE par probucol a contribué à inhiber l’inflammation et l’apoptose 

neuronale (144).  

Plusieurs études sur des modèles animaux ont rapporté le rôle des voies de 

signalisation Nrf2 de la lésion médullaire dans la récupération fonctionnelle 

locomotrice. Dans ce contexte, des données montrent que les souris Nrf2 KO sont plus 

sensibles à l'inflammation induite par lésion médullaire. Mao et coll. (141) ont étudié 

les effets de Nrf2 après contusion médullaire chez des souris de type sauvage et Nrf2 

KO. A partir d’un test comportemental d’empreintes (foot print), les auteurs ont 

observé un dysfonctionnement moteur sévère des membres postérieurs chez les souris 

Nrf2 KO à 4 semaines après lésion (Figure 22). Les auteurs ont détecté comme la 

principale cause de gravité des troubles neurologiques, les niveaux accrus d'IL-6 et 

d'IL-1β chez les souris Nrf2 KO. Cependant la récupération fonctionnelle motrice 

semble s’améliorer suite à un traitement par activateur pharmacologique de Nrf2 (144). 



 

 

111  

Une autre étude a indiqué que le sulforaphane a amélioré la fonction locomotrice, les 

lésions inflammatoires et l'œdème de la moelle épinière causé par lésion chez les souris 

Nrf2 KO et de type sauvage (145). Ces résultats renforcent la pertinence de 

l’implication de Nrf2 dans la récupération après lésion dans la moelle épinière.  

  

Ces données montrent que la contusion médullaire dans les modèles murins est 

fréquemment utilisée pour investiguer les effets d’une stratégie thérapeutique (par des 

activateurs pharmacologiques). En revanche, l’implication de Nrf2 dans des modèles 

d’hémisection médullaire au niveau cervical n’a pas encore été investiguée. L’exercice 

physique connu comme activateur non pharmacologique de Nrf2 a été très peu exploré 

pour son rôle dans l’inflammation et la récupération fonctionnelle post-lésion 

médullaire haute. Notre modèle préclinique d’hémisection spinale cervicale au niveau 

Figure 22 : Image représentative d'un test comportemental (Footprint) 

chez la souris blessée médullaire sauvage et Nrf2 KO d'après Mao et 

collaborateurs (145). 
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métamérique C2, qui se distingue par une déafférentation des motoneurones 

phréniques, donne la possibilité d’avoir une meilleure compréhension de l’effet d’un 

entrainement physique aérobie modéré dans la récupération fonctionnelle motrice et 

respiratoire sur des modèles dans lequel la protéine Nrf2 a été abolie. 
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10 OBJECTIF DE L’ETUDE 

L’objectif de cette étude préliminaire est de montrer l’implication de la voie Nrf2 

dans la mise en place de la récupération fonctionnelle motrice et respiratoire suite à un 

protocole d’exercice physique de 6 semaines. Pour cela, j’ai utilisé des souris C57BL/6 

de la lignée Nrf2 KO. Le même programme d’exercice physique modéré de 6 semaines 

a été utilisé. ,  

Après la fin du protocole d’entrainement physique de 6 semaines, l’activité 

électromyographique du diaphragme a été enregistrée à 51 jours..  

. 
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11 MATÉRIEL ET METHODES 

11.1  Modèle préclinique de souris hémi-lésée médullaire Nrf2 KO  

La sélection de la souche de souris knockout (Nrf2 - / -) C57BL / 6J Nrf2, fournie 

par Riken BRC, a été réalisée à l'Université de Versailles-Saint-Quentin-en-Yvelines 

(licence n° Apafis #2018011916127707v4). Les protocoles ont été approuvés par le 

Comité d'Éthique Animale CEEA47 PELVIPHARM de l'Université de Versailles-

Saint-Quentin-en-Yvelines et le Ministère de l'Enseignement Supérieur, de la 

Recherche et de l'Innovation. Des compagnons de portée hétérozygotes Nrf2 (Nrf2 +/) 

ont été utilisés comme groupe témoin. 

11.2  Génotypage de souris Nrf2 KO 

Pour déterminer le génotype des souris, le Kit Phire tissue Direct PCR master mix 

(Thermo Fischer) a été utilisé. L’ADN d’un petit morceau de l’oreille a été prélevé afin 

de déterminer le génotype de l’animal. Les acides nucléiques extraits ont été soumis à 

une transcription inverse suivie de réaction en chaîne de la polymérase (RT PCR) avec 

primers (NRF2-5’, lacZ, Nraf2-AS). Electrophorèse en gel a été réalisé afin de 

confirmer l’invalidation du gène Nrf2 KO par lacZ. 

11.3  Protocole d’exercice incrémental  

Au total, 9 animaux ont été familiarisés avec le système de roues d’exercice forcé 

(Lafayette Inst., Lafayette, IN) pendant 1 semaine (6 m/min, 10 min par jour). Après 

la période d’acclimatation, toutes les souris ont effectué un test d’exercice incrémental 

adapté au système de roue d’exercice forcé (voir Jesus et coll (80). Pour ce faire, des 
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incréments de 2 m/min toutes les 2 m/min, jusqu’à épuisement, défini comme le 

moment où les animaux étaient incapables de maintenir le rythme dans la roue ou 

l’animal a cessé de courir spontanément. Une barrière en polystyrène sur mesure a été 

mise au point pour motiver l’animal à continuer à courir. Après un premier test 

d’exercice progressif (avant la chirurgie de lésion médullaire) les souris ont été 

aléatoirement séparées. Par la suite, les animaux du groupe Nrf2 KO a été réparti à des 

sous-groupes sédentaires ou entrainés (SED ou TR). Aucune différence dans les 

résultats des tests incrémental n’a été observée entre les sexes. Un deuxième test 

d’exercice incrémental a été effectué 7 jours après la chirurgie pour déterminer 

l’intensité du protocole d’exercice (60% de la vitesse maximale atteinte). À la fin du 

protocole d’exercice de 6 semaines, des souris sédentaires et entraînées ont effectué un 

troisième test incrémental pour évaluer leur capacité de course à 49 jours après la 

chirurgie SCI (Figure 23).  

 

Figure 23 : Schéma expérimental de l’étude 

 

11.4  Hémisection chronique C2 
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La lésion spinale cervicale est obtenue en effectuant une hémisection spinale au 

niveau du deuxième segment métamérique (C2) qui interrompt de manière unilatérale 

les projections respiratoires bulbospinales avec pour conséquence une abolition de 

l’activité phrénique et diaphragmatique du coté lésé. Le côté controlatéral sain permet 

la survie de l’animal. La fonction locomotrice est également interrompue pendant 

quelques jours. Au bout d’une semaine, l'animal retrouve une certaine mobilité. Pour 

développer le modèle préclinique d’hémisection médullaire, l’animal est anesthésiés à 

l’isoflurane (Vetlurane 2.5% dans 100% O2) puis placé en decubitus ventral sur une 

plaque chauffante afin de maintenir sa température à environ 37,5 °C. Une fois la partie 

dorsale rasée et désinfectée (bétadine puis alcool 70°x3), une incision dorsale rostro-

caudale de la peau est pratiquée, suivie d’une incision de muscles acromiotrapezius, 

rhomboïdes et spinaux entourant la vertèbre cervicale C2. Une laminectomie dorsale 

au niveau de la vertèbre C2 est pratiquée, puis la dure-mère est disséquée afin 

d’atteindre la moelle épinière. Une section spinale latérale sous la racine C2 est 

pratiquée à l’aide d’un microscalpel. Les muscles et la peau sont ensuite recousus, puis 

l’animal reçoit une injection sous-cutanée d’antibiotique (Borgal 30 mg/kg) et 

d’antidouleur (Buprecare 0.03 mg/kg) puis est placé dans une cage de réveil. Les 

animaux sont sous surveillance constante ont accès à l’eau et à la nourriture standard 

ad libitum. Aucune détresse respiratoire postopératoire n’est observée car un seul côté 

de l’animal est paralysé, le côté épargné permet la survie. Une paralysie transitoire des 

pattes avant et arrière du côté lésé est observée. L'animal retrouve une certaine mobilité 

après environ une semaine. 
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11.5  Protocole d’entraînement physique sur roue d’exercice forcé 

L’entraînement physique a été appliqué pendant 6 semaines (1 semaine après 

chirurgie) et consistait à courir sur un système de roue d’exercice à 60% du deuxième 

test incrémental (7 jours après la chirurgie de d’hémisection médullaire C2), 1 heure 

par jour et 5 jours par semaine. L’intensité de l’entraînement à l’exercice a été adaptée 

du protocole décrit précédemment par Ferreira et coll. (81). Les souris sédentaires ont 

été maintenues dans la roue non-déplacement pendant toute la durée de la session 

d’exercice. 

11.6  Enregistrements électrophysiologiques 

Deux jours après le troisième test incrémental (49 jours après la chirurgie 

d’hémisection médullaire C2), l’anesthésie a été induite utilisant l’isoflurane de 5% 

dans 100% O2 et maintenue tout au long de l’expérience (2.5% dans 21% O2) par un 

cône de nez. Comme l’a déjà décrit Vinit et coll. (146), l’animal a été placé à une plaque 

chauffante pour maintenir une température physiologique et constante du corps. Une 

laparotomie a été effectuée pour accéder au diaphragme. Les deux côtés (ipsilateral et 

controlatéralà la lésion de la moelle épinière) du diaphragme ont été testés pour leur 

activité (électromyographie) à l’aide d’une électrode d’argent de surface bipolaire faite 

à la main sur le muscle pendant la respiration normaxique poïkilocapnique ou 

transitoire d’asphyxie légère (par occlusion du nez animal pendant 15 s) (146). Les 

électromyographies ont été amplifiées (Modèle 1800; gain, 100; A-M Systems, 

Everett, WA, USA) et bande pass-filtré (100 Hz à 10 kHz). Les signaux ont été 

numérisés avec un dispositif d’acquisition de données Powerlab à 8 canaux (taux 
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d’acquisition : 4 k/s; AD Instruments, Dunedin, Nouvelle-Zélande) connecté à un 

ordinateur et analysé à l’aide du logiciel LabChart 9 Pro (AD Instruments, Dunedin, 

Nouvelle-Zélande). Les électromyographies diaphragmatiques bilatérales ont été 

intégrées (50 ms de décomposition). À la fin de l’expérience, les animaux ont été 

humainement euthanasiés par le CO2, puis la perfusion intracardiaque de 0,9 % de NaCl 

héparinisé (10 mL) a été réalisée pour la récolte des tissus. Le segment C1-C3 de la 

moelle épinière a été disséqué et immédiatement placé pendant la nuit dans du 

paraformaldéhyde froid de 4 %, puis cryoproté pendant 48h dans 30% de saccharose 

(dans 0,9% de NaCl) et des échantillons ont été stockés dans un congélateur à -80°C.  
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RESULTATS PRELIMINAIRES 

Ces résultats préliminaires montrent que la capacité de course exprimée en 

secondes (s) (Figure 24) a été diminuée dans tous les groupes avec lésion médullaire à 

7 jours après lésion. De plus, dans les groupes lésés médullaires sédentaires, nous avons 

montré une tendance à une récupération minimale de ces capacités de course 51 jours 

après lésion dans les groupes sauvages et Nrf2 KO. Cependant, après 6 semaines 

d'entrainement, la capacité de course était plus élevée dans les groupes entraînés y 

compris dans le groupe entrainé Nrf2 KO. Cela indique que l’abolition de Nrf2 

n’influence pas la récupération locomotrice après exercice physique aérobie. 

 

Figure 234 : Analyse de la distance parcourue sur la roue d’exercice forcée au long de 51 

jour post-lésionelle pour le groupe Naïf SED n=6), Naïf Ent (n=6), SHAM SED (n=6), 

SHAM ENT (n=6), Lésé SED sauvage (n=6), Lésé ENT sauvage (n=6), Lésé SED Nrf2 KO 

(n=5) et Lésé SED Nrf2 KO (n=4) 
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Analyse de l’activité électromyographique diaphragmatique 51 jours après 

lésion chez la souris blessée médullaire Nrf2 KO 

Ce résultat préliminaire indique que la récupération de l’activité 

électromyographique diaphragmatique en respiration spontanée post-lésion médullaire 

reste encore plus limitée chez la souris Nrf2 KO sédentaires en comparaison avec les 

sauris sauvages (Figure 25). Cela nous donné un indice que Nrf2 joue un possible rôle 

dans la récupération respiratoire suite à une hémisection médullaire haute. En 

contrepartie, dans le groupe Nrf2 KO soumis à 6 semaines d’exercice physique 

modérée, nous observons une tendance àune meilleure récupération fonctionnelle 

respiratoire. Ce résultat préliminaire nous montre que malgré l’ablation de Nrf2, 

l’exercice aérobie pourrait contribuer par d’autres voies à la récupération fonctionnelle 

respiratoire. Par rapport à l’activité électromyographique diaphragmatique en asphyxie 

(Figure 26), les données préliminaires actuelles ne montrent aucun changement entre 

les génotypes sauvages et Nrf2 KO sédentaire ou entrainé.  
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Figure 25 : (A) et en asphyxie (B) 51 jours post-lésion médullaire pour le groupe Naïf SED 

(n=6), Naïf Ent (n=6), SHAM SED (n=6), SHAM ENT (n=6), Lésé SED sauvage (n=6), Lésé 

(n=6), Lésé ENT sauvage (n=6), Lésé SED Nrf2 KO (n=5) et Lésé SED Nrf2 KO (n=4) 
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12 DISCUSSION 

L’ensemble de ces données permet de considérer que l'entrainement physique de 

faible intensité pourrait être une bonne stratégie non invasive afin de maintenir la 

plasticité des muscles locomoteurs et respiratoires après une lésion de la moelle 

épinière cervicale. D'autre part, je reconnais que 6 semaines de d’entrainement 

physique n'améliorent pas l’activité électromyographique du diaphragme affecté et 

n’aboutissent pas à la récupération fonctionnelle respiratoire. En outre, nous sommes 

un des rares laboratoires dans le monde à développer ce modèle de lésion médullaire 

cervicale chez la souris. L’hypothèse de l’implication de la voie Nrf2 dans la 

récupération fonctionnelle respiratoire et locomotrice nous a conduit à tester notre 

protocole chez la souris Nrf2 KO. Considéré comme un grand protecteur de multiples 

organes, le facteur de transcription Nrf2 joue un rôle très important dans plusieurs 

maladies du système nerveux central. Des données disponibles dans la littérature 

montrent que le Nrf2 participe à la récupération motrice dans des modèles de contusion 

chez le rat blessé médullaire. En revanche, l’effet de Nrf2 dans des modèles 

d’hémisection au niveau cervical n’avait pas encore été investigué. Les résultats 

préliminaires de cette étude montrent une tendance à une récupération minimale de la 

capacité des courses même à 51 jours après lésion dans les groupes sauvages et Nrf2 

KO sédentaires. Cependant, après 6 semaines d'entrainement sur les roues d'exercice 

forcée, la capacité de course était plus élevée dans les groupes entraînés y compris dans 

le groupe entrainé Nrf2 KO. Cela indique que l’abolition de Nrf2 n’influence pas dans 

l’amélioration de la capacité de course à long-terme. Cependant, la récupération de 
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l’activité éléctromyographique diaphragmatique chez la souris Nrf2 KO sédentaire se 

montre limitée en comparaison avec les souris sauvages sédentaires. Cela suggère que 

Nrf2 joue un possible rôle dans la récupération respiratoire suite à une hémisection 

médullaire haute. En contrepartie, dans le groupe Nrf2 KO soumis à 6 semaines 

d’exercice physique modérée, nous observons une tendance à une meilleure 

récupération fonctionnelle respiratoire. Ce résultat préliminaire nous montre que 

malgré l’ablation de Nrf2, l’exercice aérobie pourrait contribuer par d’autres voies à la 

récupération fonctionnelle respiratoire 
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13 CONCLUSION ET PERSPECTIVES  

La perspective à court terme est de tester d’autres souris Nrf2 KO pour confirmer 

si cette protéine joue dans la récupération de l’activité électromyographique, ainsi que 

pour évaluer la plasticité des muscles locomoteurs et respiratoires après une lésion de 

la moelle épinière cervicale des souris. 

Comme perspectives à plus long terme, et compte tenu de la faisabilité chez la 

souris, nous envisageons d’évaluer l’effet de l’exercice sur l’inflammation et la 

récupération fonctionnelle des motoneurones phréniques déafférentés de souris KO 

pour Nrf2. De plus, l’association de l’exercice chronique à d’autres traitements comme 

la stimulation magnétique transcranienne répétitive (rTMS) et l’hypoxie intermittente 

est envisagée pour tester son effet sur la récupération fonctionnelle respiratoire et 

locomotrice dans notre modèle préclinique d’hémisection cervicale haute. 
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C- 

Etude de différents protocoles d’exercice physique aigu 

sur l’inflammation tissulaire et la bactéricidie de 

macrophage alvéolaires 
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14 GENERALITES 

14.1 Exercice physique et système immunitaire 

L'adoption d'un régime d'exercice est souvent une stratégie précoce pour inverser 

ou prévenir la progression des maladies. Ces effets bénéfiques qui découlent de 

l'exercice sont le résultat de sa capacité à stimuler l'environnement interne et à induire 

des modifications généralisées et intégrées du métabolisme, du tonus cardiovasculaire 

et de la fonction pulmonaire. Cependant, un exercice excessif qui épuise la réserve 

adaptative du corps, ou la capacité à répondre positivement à un stimulus 

d'entraînement, peut être dommageable. Bien que cette réserve adaptative soit 

relativement élevée chez les jeunes adultes en bonne santé, certaines conditions telles 

que la fatigue, les états pathologiques, un entraînement intensif aigu ou chronique et le 

manque de récupération adéquate après l'exercice peuvent compromettre la réserve 

adaptative et prédisposer les individus à un dysfonctionnement des organes induit par 

l'exercice et blessure (147). Ainsi, des études ont démontré qu’il est très important de 

prendre en compte la charge (durée, intensité et fréquence) pour avoir des bénéfices. 

Plussieurs donnés suggèrent que l’exercice physique exhaustif affaiblirait le système 

immunitaire (7). 

14.2 Mécanisme de l’inflammation 

Le facteur de transcription NF-κB, est un médiateur clé de l'inflammation qui 

régule de grands réseaux de gènes codant pour les récepteurs des cytokines et des 

molécules d’adhésion cellulaire impliquées dans le déclenchement de l'inflammation 
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induite par les cytokines (148). Dans des conditions normales, NF-κB existe dans le 

cytoplasme sous la forme d'un hétérotrimère qui comprend les sous-unités p50, p65 et 

la sous-unité inhibitrice appelée Inhibitor of nuclear factor kappa B (IκBα) (Figure 26). 

Après activation par certains stimuli inflammatoires, les sous-unités p50 et p65 se 

transloquent dans le noyau puis se lient à la région des promoteurs de divers gènes. 

Cette translocation va activer et induire la transcription de plus de 400 gènes impliqués 

dans l'inflammation et d'autres maladies chroniques (149). 

 L'inflammation est un médiateur important du stress oxydatif. Les espèces 

réactives de l'oxygène (ROS) ou réactives de l'azote (RNS) sont des molécules 

oxydantes à double tranchant. Les ROS / RNS peuvent fonctionner comme des 

effecteurs inflammatoires importants en soutenant la clairance des agents pathogènes 

par le système immunitaire et la réparation des tissus musculaires endommagés. Ils 
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peuvent également amplifier l'inflammation chronique (par exemple, pendant l'obésité) 

et induire des lésions tissulaires (150).  

14.3 Inflammation à l’exercice 

L’exercice physique stimule de nombreux changements cellulaires et 

moléculaires dans les tissus permettant de favoriser les réponses anti-inflammatoires, 

antioxydantes et d’augmenter l'immunosurveillance qui sera discutéeci dessous. Par 

exemple, la libération de l’IL-1β et de l’ IL-6 (cytokines pro-inflammatoires) par le 

muscle en exercice, induit l’augmentation des niveaux d'IL-1RA (receptor antagonist) 

plasmatique au cours de la phase de récupération de l’exercice. L’IL-1RA inhibe ainsi 

de manière compétitive la signalisation de l'IL-1β qui, à son tour, diminue l'expression 

du récepteur 4 de type Toll (TLR4).  

Figure 26: Voie moléculaire de l’inflammation d’après Kunnumakkara et collaborateurs 

(22) 
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L'exercice active les voies de production de ROS, comme la chaîne de transport 

d'électrons qui, dans une certaine mesure, maintient l'homéostasie en activant des voies 

de signalisation de base spécifiques à la réponse adaptative.  

Cependant, lors de la pratique de l'exercice physique, la demande énergétique du 

système musculaire peut augmenter la consommation d'oxygène jusqu’à 50 fois par 

rapport au repos (151). Cet apport d’oxygène supplémentaire induit l’augmentation des 

enzymes comme la xanthine oxydase, le nicotinamide, l'adénine dinucléotide, la 

phosphate oxydase (NADPH oxydase) et la phospholipase A2 qui seront les actrices 

principales de cette production de ROS (152). Ainsi, en réponse à l'augmentation des 

ROS lors de l'entrainement physique, surtout lorsqu'il n’est pas pratiqué de manière 

intensive, le système enzymatique antioxydant endogène est activé, ce qui régule des 

enzymes telles que le glutathion peroxidase (GPx), le glutathion réductase (GR) et la 

catalase (Cat). Ainsi le muscle squelettique devient le principal producteur de ROS 

pendant l’exercice. Cette production aura lieu dans des cellules mitochondriales et 

certaines cellules du système immunitaire, tels que les macrophages, monocytes, 

neutrophiles et éosinophiles (153, 154). En outre, l’augmentation de la température 

corporelle et la diminution du pH dans le sang en raison de la présence du lactate 

accélère la production de ROS (151). De plus, il est proposé que l'augmentation de la 

méthémyoglobine dérivant des fibres musculaires endommagées pourrait interagir 

avec la méthémoglobine et les peroxydes pendant la génération de ROS (154).  

14.4  Immunosurveillance et exercice physique :Théorie de la courbe J  
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L’immunosurveillance est une autre réponse qui participe à l’adaptation induite 

par exercice physique. En 1994 Niemman a proposé une théorie qui est 

utiliséeaujourd'hui dans ce domaine, ets'appelle « Théorie de la courbe J » (Figure 27). 

Son hypothèse suggère que la pratique de l’exercice physique de charge modérée 

protégera un individu contre les infections des voies respiratoires hautes, tandis qu'un 

exercice intense augmentera le nombre d'épisodes de ce type d’infection (6). En 

contrepartie, le mécanisme immunologique à l'origine de la sensibilité aux infections 

des voies respiratoires supérieures après un exercice physique intense n'est pas encore 

décrit (7). 

 

Figure 27: Théorie de la susceptibilité aux infections respiratoires hautes induites 

par exercice physique de charge élevé (Théorie de la curve J) d’après Nieman et 

Wentz (7) 
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14.5 Réponse immunitaire après une séance d’exercice physique de 

charge modérée 

Des données disponibles dans la littérature montrent que l’exercice physique est 

un stress capable de moduler la réponse immunitaire et ainsi renforcer le lien entre 

exercice et système immunitaire. Dans les modèles animaux et chez l’homme les 

exercices aérobies modérée ou vigoureux de moins de 60 minutes, l'activité 

antipathogène des macrophages tissulaires se produit en parallèle avec une 

recirculation des immunoglobulines. Des cytokines anti-inflammatoires, des 

neutrophiles, des cellules natural killer (NK), des cellules T cytotoxiques et de cellules 

B immature, jouent toutes un rôle essentiel dans l'activité de défense immunitaire et la 

santé métabolique (155-157). Les séances d'exercices aigus mobilisent 

préférentiellement les cellules NK et les lymphocytes T qui présentent une cytotoxicité 

élevée et un potentiel de migration tissulaire. Les hormones de stress, qui peuvent 

supprimer la fonction des cellules immunitaires, et les cytokines pro-inflammatoires, 

indicatives d'une activité métabolique intense, n'atteignent pas des niveaux élevés 

pendant une courte durée, lors des exercices modérés (158). Au fil du temps, ces 

augmentations transitoires, peuvent améliorer l'immunosurveillance et réduire 

l'inflammation, et même dans les cas cliniques pour les personnes obèses et malades 

(159, 160). En général, l'exercice physique répété à une charge non élevée est 

désormais considérée comme un adjuvant important du système immunitaire pour 

stimuler l'échange continu de leucocytes entre la circulation et les tissus (155). 
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14.6 Réponse immunitaire après une séance d’exercice physique de 

charge élevée 

Les réponses immunitaires à un exercice avec des charges de travail élevées sont 

liées à la dysfonction immunitaire, à l'inflammation, au stress oxydatif et aux 

dommages musculaires (161-163). Un paradigme classique en immunologie de 

l'exercice est qu'une « fenêtre ouverte » de l'immunodépression peut se produire lors 

de la récupération d'une charge élevée d’exercice physique (Figure 28).  

 

La fonction des cellules NK, des neutrophiles, des cellules T et B, la production 

d'IgA salivaires, la réponse d'hypersensibilité de type retardé cutané, l'expression du 

complexe d'histocompatibilité II majeur dans les macrophages et d'autres biomarqueurs 

de la fonction immunitaire sont modifiés pendant plusieurs heures par jours au cours 

de la récupération après un exercice d'endurance prolongé et intensif (164). À la suite 

Figure 28 : Théorie de la susceptibilité aux infections respiratoire post-

exercice physique de charge intense “Fenêtre ouverte” d’après Hackeney 

(153) 
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de cette immunodépression, les agents microbiens, en particulier les virus, peuvent 

envahir l’hôte ou être réactivés à partir d'un état latent, conduisant à une infection et à 

la maladie. Si l'exercice est répété une autre fois cela pourrait conduire à un plus grand 

degré d’immunodépression et potentiellement une fenêtre d'opportunité plus longue 

pour l’infection (162).  

D’après les données qui montrent les différentes réponses immunitaires, par 

exemple, entre un exercice de marche (considéré une charge modérée) de 30 à 45 

minutes et une course de marathon de 42,2 km (une charge intense) les réponses 

immunitaire post-exercice seront différentes (Figure 29) (7). 

 

 

 

Figure 29: Le contraste entre la réponse immunitaire post-exercice au 

marathon et à l’exercice de marche de 30 à 45 minutes d’après Nieman and 

Wentz (7) 
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14.7  Incidences des infections respiratoires hautes post-exercice 

exhaustif 

Depuis 1980 beaucoup d’études sont apparues sur le lien potentiel entre un 

exercice prolongé et intensif et l'augmentation du risque de maladie (165-167). En 

effet, les données des études épidémiologiques indiquent que chez les marathoniens, 

l'ultra marathoniens ou des personnes soumises à des entrainements très intensif 

présentaient un risque accru d’infections des voies respiratoires. En 1983 Peters et 

Bateman ont mené une enquêté sur 141 ultra marathoniens et 124 contrôles d’une 

tranche d’âge entre 18 et 65 ans. Les chercheurs ont constaté que l’incidence 

d’infection des voies respiratoires hautes chez les ultra marathoniens était de 33% 

contre 15% dans le groupe contrôle (168). Plus récemment, Gleeson et ses 

collaborateurs ont suivi pendant 4 mois 75 étudiants universitaires entrainés en 

exercice physique d’endurance. Leurs résultats ont démontré que les épisodes 

d’infection des voies respiratoires hautes pendant les 4 mois de suivi ont été plus 

récurrents chez les athlètes avec une haute charge d’entrainement vs chez les athlètes 

avec une faible charge d’entrainement (169). 

Malgré les données sur les incidences de convalescence par infection respiratoire 

chez les personnes qui pratiquent des charges d’exercice très élevées, les mécanismes 

d'immunosuppression sont complexes, multifactoriels et comprennent des facteurs 

neuroendocrinologiques et métaboliques qui affectent les facteurs innés et 

métaboliques. En contrepartie, avec des modèles animaux, des recherches plus 

approfondies sur ce sujet sont de plus en plus révélatrices. Des études avec ce type de 
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modèle, permettent d’investiguer les mécanismes de l'immunodépression. Par 

exemple, récemment une étude réalisée chez le rat a démontré qu’un programme 

d'entrainement de charge intense de 5 semaines, mais pas un entrainement plus court, 

induit des altérations de la fonctionnalité du système immunitaire inné systémique dans 

le sang (170). Une autre étude, cette fois avec une supplémentation d’anti oxydant, 

l’Hespéridine, a amélioré la cytotoxicité des cellules NK et atténué la sécrétion de 

cytokines par les macrophages stimulés, prévenu la leucocytose induite par 

l'épuisement et augmenté la proportion de cellules T auxiliaires dans le thymus, le sang 

et la rate (171). 
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15 OBJECTIFS DE l'ETUDE 

De nombreuses études ont montré que la pratique de l'exercice physique lorsqu’il 

est réalisé de manière trop intense, comporte autant de risques pour la santé que la 

sédentarité absolue.  

Ainsi, le but de ce travail de thèse est d’étudier l’intérêt de l’exercice physique 

avec deux objectifs :  

• Investiguer l’impact de l’exercice exhaustif sur les réponses inflammatoires 

dans le sang et les muscles chez la souris saine. 

• Etudier l’impact dans les défenses antiinfectieuses respiratoires. 

Pour cela, le tapis roulant à différentes charges et degrés de pente a été utilisé 

comme outil pour l’exercice physique, L’expression génique de cytokines 

inflammatoires de différents tissus a été réalisée. De plus, la bactéricidie des 

macrophages alvéolaires face à une infection par S. aureus ex vivo a été évaluée. 
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15.1 MATERIELS ET METHODES 

15.2  Modèle des souris soumises à l’exercice aigu répété 

Des souris C57BL / 6J (mâles ou femelles) ont été obtenues auprès de Janvier 

Labs, France. Les animaux ont été hébergés dans des cages collectives (5 chacune) de 

la garderie (animalerie 2CARE, accréditation B78-423-1, France), avec accès à la 

nourriture et à l'eau ad libitum avec un cycle lumière / obscurité de 12h. Le comité pour 

l'utilisation éthique des animaux (installations 2CARE) et l'Université de Versailles 

Saint-Quentin-en-Yvelines ont approuvé ces expériences (protocole approuvé # 

2018022817398715). 

15.3 Protocole d’exercice incrémental 

Vingt souris ont été familiarisées avec le tapis roulant pendant 3 jours sur un tapis 

roulant (6 m / min, 10 min chaque jour). Après la période d'acclimatation, les souris 

ont été séparées de façon aléatoire et puis réparties en groupes d'exercice (Exercice) ou 

sans exercice (non Exercice). Toutes les souris du groupe exercice ont effectué 2 jours 

d’exercice de charge intense par un protocole incrémental de course dans un période 

de 24 heures entre chaque séance. Ce protocole d’exercice consistait en faire des 

incréments de 3 m / min toutes les 3 min, pente de 0° jusqu'à l'épuisement, défini 

comme le moment où les animaux n'ont pas pu suivre le rythme du tapis roulant, 

l'animal ayant cessé de courir spontanément. En plus, pour cette procédure, nous 

n’avons pas utilisé du choc électrique, seul une légère touche de la queue pour inciter 

les souris à courir pendant toute la séance d'exercice. Deux heures après avoir effectué 

la dernière séance du protocole d’exercice physique sur le tapis roulant, les souris ont 
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été sacrifiées par CO2 suivi d’une exsanguination. La description de ce protocole est 

illustrée dans la Figure 30 ci-dessous. 

 

15.4 Protocole d’exercice de longue durée en pente négative -10° 

Vingt-quatre souris ont été réparties en deux groupes (n = 12 chacun) : un groupe 

sans exercice (Non Exercice), un groupe d'exercice (Exercice). Le protocole d’exercice 

prolongé consistait en deux jours consécutifs sur un tapis roulant motorisé à 15 m / 

min, pente de -10 °, pendant 2 heures, avec un intervalle de 24 heures entre chaque 

séance. Dans l'ordre, chaque séance consistait en 10 minutes d'échauffement à 7m / 

min puis la vitesse était augmentée sur 2 m / min toutes les 5 min jusqu'à atteindre 15 

m / min. Pour permettre l'animal d'effectuer les deux heures d'exercice physique, la 

vitesse a été diminuée de 1 m / min lorsque les souris ont touché l'extrémité du tapis 

roulant 10 fois sur 1 min, si la vitesse était diminuée en dessous de 9 m / min, l'animal 

serait exclu de l'étude. L’exercice sur tapis roulant sans choc a été effectué, seul un 

Figure 30: Schéma expérimental du protocole d’exercice de charge intense de courte durée 
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léger toucher de la queue a été utilisé pour inciter les souris à courir pendant toute la 

séance d'exercice. Bien après avoir effectué la dernière séance du protocole d’exercice 

physique sur le tapis roulant, les souris ont été sacrifiées par CO2 suivi d’une 

exsanguination. La description de ce protocole est illustrée dans la Figure 31 ci-

dessous. 

15.5 Protocole d’exercice de longue durée en pente de -5° 

Seize souris ont été réparties de façon aléatoire en groupes d'exercice naïf ou sans 

exercice dans lesquelles ont reçu (n = 8 chacun). Toutes les souris du groupe exercice 

ont effectué un exercice modéré de longue durée (maximum 2 heures) dans un période 

de 24 heures entre chaque séance. Pour la première séance d’exercice dans une pente 

de – 5°, le protocole d'exercice de charge modérée de longue durée consistait en régler 

les vitesses à 10 m / min pendant 15 min, suivi de 15 m / min et 20 m / min pendant 15 

min, puis 24 m / min jusqu'à 2 heures ou épuisement. Pour le deuxième jour, 24 heures 

après la première séance, le même protocole a été réalisé. Nous avons utilisé un 

protocole d’exercice sur tapis roulant sans choc électrique, seul un léger toucher de la 

Figure 31: Schéma expérimental du protocole d’exercice de longue durée en pente de -10° 
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queue a été utilisé pour inciter les souris à courir pendant toute la séance d'exercice. 

Trente minutes après avoir effectué la dernière séance du protocole d’exercice physique 

sur le tapis roulant, les souris ont été sacrifiées par CO2 suivi d’une exsanguination. La 

description de ce protocole est illustrée dans la Figure 32 ci-dessous. 

 

15.6 Culture ex vivo des macrophages alvéolaires souris 

Un lavage broncho-alvéolaire (LBA) au PBS stérile a permis la récupération des 

macrophages alvéolaires. Les cellules ont été mis en culture dans du milieu RPMI 

Glutamax supplémenté de 10% de sérum de veau fœtal inactive, de tampon Hepes (10 

mM), de Pyruvate de sodium (1 mM) dans un incubateur humidifié maintenu à 5 % de 

CO2
 et à 37 °C. Le jour suivant, les cellules non-adhérantes ont été retirées tandis que 

les macrophages pulmonaires adhérant ont été infectés par la bactérie Staphylococcus 

aureus (S.aureus) à une MOI (multiplicity of infection) de 10 (172). Après une heure 

dans l’incubateur à 37 °C, les cellules ont été lavées deux fois au PBS stérile pour 

Figure 32: Schéma expérimental du protocole d’exercice de longue durée en pente de -5° 
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éliminer les bactéries extracellulaires. Du milieu frais contenant de la gentamycine 

(25µg / ml) a été ajoutée pour éliminer les bactéries extracellulaires résiduelles. Vingt-

quatre heures après l’infection, les cellules ont été lavées deux fois au PBS stérile et 

lysées par de l’eau distillée glacée. Les Bactéries intracellulaires ont été étalées sur des 

boites de géloses Trypticase soja en effectuant des dilutions en séries au 5ème. Le 

comptage des unités formant des colonies (CFU) a été réalisé après 16 heures 

d’incubation à 37 °C (Figure 33). 

 

15.7  Purification de l’ARN et analyse de l’expression génique par PCR 

quantitative en temps réel 

 

L’ARN total a été extrait grâce au Trizol conforment au protocole du fabricant 

(Thermo Fisher). La concentration totale d’ARN ainsi que sa pureté (Absorbance 

260/280) ont été déterminées avec le spectrophotomètre GE NanoVue (GE 

Healthcare). 1 µg d’ARN total a été utilisé pour une transcription inverse afin de 

produire de l’ADNc en utilisant le kit de synthèse d’ADNc Maxima First cDNA 

Figure 33 : Illustration du protocole d’étude de la survie des macrophages alvéolaires 
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synthesis (Thermo Fischer) selon les instructions du fabricant. L’ADNc a été analysé 

par PCR quantitative en temps réel (RT-qPCR) en présence du iTaq SYBr green qPCR 

mix dans le thermocycleur CFX96 (Bio-Rad). Les amorces oligo-nucléotidiques 

spécifiques de gènes IL-6, TNF-α et IL-1β, iNOS et 18S ont été conçus à l’aide de 

Primer-BLAST (site Web NBCI) et produits par Eurogentec. Les niveaux d’expression 

de gènes ont été calculés en tant que rapport à l’expression du gène de référence 

ribossomal 18S. Les données ont été analysées sur le Bio-Rad CFX manager 3.1 en 

utilisant la méthode ΔΔCt.  

 

 

Tableau 7 : Tableau des amorces utilisées lors des analyses par qPCRs 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gène cible Séquences des amorces sens (5’-3’) Séquences des amorces antisens (5’-3’)

mouse IL-6 GTTCTCTGGGAAATCGTGGA CCAGTTTGGTAGCATCCATC

mouse TNF-α TGTCTACTCCCAGGTTCTCTT GCAGAGAGGAGGTTGACTTTC

mouse IL-1β GCAACTGTTCCTGAACTCAACT ATCTTTTTGGGGTCCGTCAACT

mouse 18S rRNA CTGAGAAACGGCTACCACATC CGCTCCCAAGATCCAACT

Tableau 1 : Tableau des amorces utilisées lors des analyses par qPCRs
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16 RESULTATS  

16.1 Résultats du protocole d’exercice incrémental 

16.1.1 Résultats des performances  

Pour ce premier résultat, nous avons voulu savoir si ce protocole d’exercice de 

charge intense pourrait être suffisamment exhaustif, et ainsi, diminuer la performance 

des souris. Pour ce faire, nous avons comparé les performances du 1er et 2éme jour 

d’exercice. Les résultats indiquent que ce premier protocole a été suffisamment intense 

et stressant. En effet, nous observons une diminution de la performance au deuxième 

jour pour tous les groupes (Figure 34A et B).  

 

16.1.2 Analyse de l’expression génique de cytokines pro 

inflammatoires 

Deux heures après la deuxième séance d’exercice, les animaux ont été euthanasiés 

et le sang collecté, puis les muscles des pattes arrière (muscle Soléaire, Tibial antérieur) 

Figure 34: Effet des deux jours d’exercice de charge intense de courte durée dans la capacité 

de course des souris. A) Distance parcourue exprimée en mètre (m). B) Delta de la distance 

relative au jour 1 en m. b p<0.05 effet du jour. Paired t-test. 
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(muscle Soléaire, Tibial antérieur) (muscle Soléaire, Tibial antérieur) (muscle Soléaire, 

Tibial antérieur) et la moelle épinière disséqués pour la réalisation des analyses 

d’expression génique de cytokines pro inflammatoires par qPCR. Pour ce premier 

résultat, après avoir collecté le sang des souris, nous avons réalisé un isolement de 

cellules mononuclées sanguines (PBMC) avant de réaliser l’analyse de cytokines 

inflammatoires par qPCR (Figure 35). Cependant, nous n’avons pas observé une 

altération du profil de cytokines dans les PBMC après avoir soumis les souris à un 

protocole d’exercice intense. 

Ensuite, pour le muscle Tibial antérieur et Soléaire (Figure 36), ce protocole 

d’exercice de charge intense n’a pas aussi modifié le profil de cytokines pro 

inflammatoires souris. Le même profil a été trouvé dans les cytokines 

proinflammatoires de la moelle épinière (Figure 37). 

 

 

 

Figure 35: Effet des deux jours d’exercice de charge intense de courte durée dans l’expression 

génique de cytokines proinflammatoires des cellules mononuclées sanguines périphérique (PBMCs) 

analysé par PCR quantitative. Les PBMCs ont été lissés et l’ARN total extrait. Les ARNm de A) IL-

6. B) TNF-α et C) IL1-β ont été quantifiés par RT-PCR. 
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Figure 36: Effet des deux jours d’exercice de charge intense de courte durée dans 

l’expression génique de cytokines proinflammatoires du muscle squelettique. Les muscle 

Tibiales antérieur (A-C) et Soléaire (D-F) ont été lissés et l’ARN total extrait. Les ARNm 

d’A et D) IL-6, B et E) TNF-α et C et F) IL1-β ont été quantifiés par RT-PCR. 

Figure 37: Effet des deux jours d’exercice de charge intense de courte durée dans 

l’expression génique de cytokines proinflammatoires de la moelle épinière. La moelle 

épinière a été lissées et l’ARN total extrait. Les ARNm d’A) IL-6, B) TNF-α et C) IL1-

β ont été quantifiés par RT-PCR. 
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16.1.3 Analyse de la bactéricidie des macrophages alvéolaires  

Les macrophages alvéolaires ont été prélevés lors du sacrifice à deux heures post 

exercice. Ensuite ils ont été purifiés et incubés avec la bactérie pendant 24 heures. 

L’intérêt de cette analyse était d’investiguer si les deux séances d’exercice de charge 

intense de courte durée pourraient modifier la réponse de ces macrophages face à une 

infection bactérienne (Figure 38). Nous n’avons pas observé de modification de la 

survie des bactéries dans les macrophages alvéolaires des animaux soumis à ce 

protocole d’exercice physique. 

L’ensemble des résultats pour ce protocole d’exercice de charge intense de courte 

durée n’est pas suffisant pour changer l’expression génique de cytokines 

proinflammatoires au niveau systémique et tissulaire.  

16.2 Résultats du protocole d’exercice de charge modéré de longue 

durée en pente négative (-10°)  

Figure 38 : Effet des deux jours d’exercice de charge intense de courte durée sur la fonction 

bactéricide des macrophages alvéolaires de souris ex vivo. . Les macrophages alvéolaires ont 

été extraits des poumons (2 souris par n) et infectés par S. aureus à la MOl de 10. La survie 

intracellulaire de S. aureus a été déterminée dans des macrophages alvéolaires 16 h après 

l’infection par dénombrement UFC (n=6 par groupe). b p<0.05 effet du traitement c p<0.05 

effet de l’exercice. Two-way ANOVA avec post test de Bonferroni. 
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16.2.1 Résultats des performances 

Les résultats indiquent que ce protocole a été assez suffisamment intense et 

stressant, vu qu’il a eu une diminution de la performance au deuxième jour pour tous 

les groupes (Figure 39A et B). 

 

 

16.2.2 Analyse de l’expression génique de cytokines pro-

inflammatoires 

Après la fin de la deuxième séance d’exercice, les muscles Tibial antérieur, 

Soléaire et le Long extenseur des orteils ont été collectés pour la réalisation des 

analyses d’expression génique de cytokines pro inflammatoires par RT-qPCR (Figure 

40). Cependant, ce protocole n’a pas modifié le profil de cytokines proinflammatoires 

des souris. 

A) B)

Figure 39: Effet des deux jours d’exercice de charge modérée de longue durée dans la 

capacité de course des souris. A) Distance parcourue exprimée en mètre (m). B) Delta de la 

distance relative au jour 1 en m. b p<0.05 effet du jour. Paired t-test. 
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 Ensuite, nous avons testé une autre méthode (ELISA) pour investiguer le contenu 

protéique d’IL-6 dans le muscle post-exercice. Cependant, nous n’avons pas observé 

d’altération du profil de cette cytokine pro-inflammatoire dans le muscle Soléaire et le 

Long extenseur des orteils (Figure 41). 

A) B) C)

D) E) F)

G) H) I)

Figure 40: Effet des deux jours d’exercice de charge modérée de longue durée dans 

l’expression génique de cytokines proinflammatoires de muscle squelettique. Le muscle Tibial 

antérieur (A-C), Soléaire (D-F) et Long extenseur des orteils (G-I) a été lissés et l’ARN total 

extrait. Les ARNm d’A, D et G) IL-6, B, E, et H) TNF-α et C, F et I) IL1-β ont été quantifiés 

par RT-PCR. 
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16.3 Résultats du protocole d’exercice de charge modéré de longue 

durée en pente négative (-5°)  

16.3.1 Résultats des performances  

Les résultats indiquent que ce protocole a été assez suffisamment intense et 

stressant, vu qu’il y a eu une diminution de la performance au deuxième jour pour tous 

les groupes (Figure 42A et B).  

 

A) B)

Figure 41: Effet des deux jours d’exercice de charge modérée de longue durée dans 

le contenu protéique d’IL-6 dans le muscle squelettique. Le muscle Soléaire (A) et 

le Long extenseur des orteils et Long extenseur des orteils (B) a été lissés et 

quantifiés par ELISA. 
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Figure 42: Effet des deux jours d’exercice de charge modérée de longue durée dans la capacité de 

course des souris. A) Distance parcourue exprimée en mètre (m). B) Delta de la distance relative au 

jour 1 en m. b p<0.05 effet du jour. Paired t-test. 

16.3.2 Analyse de l’expression génique de cytokines pro-

inflammatoires 

Pour l’analyse de l’expression génique de cytokines inflammatoires par qPCR, 

nous avons choisi le muscle gastrocnémien (Figure 44). Les données préliminaires 

montrent une tendance à l’augmentation de l’expression d’IL-6 (Figure 43A) et 

d’iNOS (Figure 44C) chez les souris soumises au protocole d’exercice.  

 

 

Figure 43: Effet des deux jours d’exercice de charge modérée de longue durée dans l’expression 

génique de cytokines proinflammatoires du muscle gastrocnemien. Les ARNm d’A) IL-6, B) TNF-α 

et C) iNOS ont été quantifiés par RT-PCR. 
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16.3.3 Analyse de bactéricide des macrophages alvéolaires des souris 

soumises à l’exercice de charge intense de courte durée 

Pour ce résultat, nous n’avons observé qu’une tendance à l’augmentation de la 

survie de bactéries dans le groupe d’animal soumis à ce protocole d’exercice de charge 

modérée de longue durée (Figure 44).  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 44 : Effet des deux jours d’exercice de charge intense de courte durée sur la fonction 

bactéricide des macrophages alvéolaires de souris ex vivo Les macrophages alvéolaires ont été 

extraits des poumons (1 souris par n) et infectés par S. aureus à la MOl de 10. La survie 

intracellulaire de S. aureus a été déterminée dans des macrophages alvéolaires 16 h après 

l’infection par dénombrement UFC (n=4-5 par groupe). T-test 
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17 DISCUSSION 

Dans cette partie de l’étude, j’ai voulu évaluer les effets stressants de deux séances 

d’exercice physique d’une charge intense de courte durée (30 minutes) ou d’une charge 

modérée de longue durée (2 heures) dans la réponse inflammatoire musculaire. J’ai 

également testé les effets de ce type d’exercice sur la bactéricidie des macrophages 

alvéolaires infectés ex vivo par Staphylococcus Aureus. 

 Pour le premier protocole, un exercice incrémental classifié comme un exercice 

intense de courte durée a été réalisé. Pour ce faire, des souris C57BL/6 ont été soumises 

à deux séances d’exercice avec un intervalle de 24 heures. Cependant, il est important 

de souligner qui pour tous les protocoles d’exercice, la stratégie de motivation utilisant 

le choc électrique n’a été pas adopté comme le font beaucoup d’études (164, 165). En 

effet, cette méthode peut produire une réponse émotionnelle, telle que l'anxiété et peut 

être nocive et causer des blessures à l'animal et entrainer des changements 

métaboliques non liés à l'exercice (166, 167). Les résultats de performances obtenus 

après deux jours d’exercice montrent que ce protocole a été suffisant pour engendrer 

une diminution de la capacité de course au deuxième jour. Ensuite, des analyses de 

l’expression génique de cytokines inflammatoires dans le sang et les tissus (moelle 

épinière, muscles squelettiques) ont été réalisées. Comme résultats préliminaires, à 

cette intensité d’exercice, l’expression génique des cytokines pro-inflammatoires n’a 

été pas altérée au niveau systémique et tissulaire. Aucune modification de la 

bactéricidie des macrophages alvéolaires infectés par S.aureus n’a également été 

observée. Suite de ces résultats, j’ai mis au point un autre protocole d’exercice exagéré 
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pour induire une inflammation au niveau du muscle. Pour cela, un protocole d’exercice 

de 2 jours de charge modérée de longue durée avec une pente négative de -10° a été 

établi. Les résultats de performance ont montré une diminution de la capacité de course 

au deuxième jour. Cependant, l’expression génique de cytokines pro-inflammatoires 

analysée par RT-PCR quantitative n’a été pas modifiée. Cela a été pareil pour le 

contenu protéique d’IL6 dans le tissu musculaire analysé par ELISA. Ainsi, ces 

résultats indiquent que même avec un protocole d’exercice plus long et une évidente 

fatigue physique après deux jours d’exercice de charge intense, le délai pour avoir une 

inflammation au niveau musculaire restait encore diffèrent. Malgré cela, en utilisant le 

même principe du protocole d’exercice précèdent, la pente du tapis roulant a été 

modifié vers -5° pour un nouveau protocole. Cela a permis d’augmenter la performance 

des animaux au cours de 2 heures de course pour chaque séance. Les résultats ont 

montré qu’au niveau du stress physique, ce protocole d’exercice a été efficace pour 

réduire considérablement la capacité de course des animaux. Fait intéressant, pour cette 

fois, il a été observé une tendance à l’augmentation de la survie de S. aureus dans les 

macrophages alvéolaires du groupe soumis à ce protocole d’exercice. Ces données 

suggèrent que l’exercice physique pratiqué de façon exagérée, de charge modérée de 

longue durée, peut effectivement jouer un rôle dans la capacité bactéricide des 

macrophages alvéolaires de souris. De plus, une tendance à l’augmentation de 

l’expression génique de la cytokine IL-6 et de l’enzyme iNOS dans le muscle 

gastrocnémien des souris soumises à la course a été également observée. Ces données 

suggèrent que la durée, mais pas la charge de la séance de l’exercice, pourrait engendrer 
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un stress plus important dans le muscle et causer une diminution de la bactéricidie des 

macrophages alvéolaires à deux jours d’exercice consécutifs. 

Des données de la littérature indiquent que les réponses immunitaires à un 

exercice avec des charges de travail élevées, sont associées à une dysfonction 

immunitaire, à l'inflammation, au stress oxydatif et aux dommages musculaires (161-

163). Les effets de l’exercice physique sur l’immunité ont largement été étudiés chez 

le sujet sportif. Lors d’une séance d’exercice physique de charge intense ou prolongée, 

la circulation des cellules immunitaires, comme les lymphocytes, augmente très 

rapidement et cela contribue à une inflammation et un stress oxydant systémique et 

musculaire. Plusieurs études ont démontré que la pratique sportive exagérée peut 

affaiblir les réponses immunitaires face aux infections, notamment respiratoires, mais 

peu de données sont disponibles sur les liens physiologiques entre exercice et 

immunité. La bactérie S. aureus est une bactérie Gram + qui peut causer des infections 

asymptomatiques bien que des infections virulentes peuvent toucher la peau, 

l’endocarde et les voies respiratoires (173). Dans la majorité des cas, cette bactérie peut 

devenir résistante aux antibiotiques. De plus, des nombreuses études ont corrélé la 

convalescence causée par cette bactérie à l’immunodépression post-exercice (174, 

175). Les mécanismes qui sous-tendent cette réponse ont été très peu étudiés. 

Cependant, très récemment, une étude de notre laboratoire montre que l’effet du SFN 

dans ce mécanisme est de bloquer la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires IL-1β 

et TNF-α en inhibant les voies de signalisation p38 et JNK ce qui réduit l’expression 

de gènes pro-inflammatoires dans les macrophages infectés et diminue la survie de 
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S.aureus (176). Pour cette étude, les résultats observés indiquent que l’exercice 

exagéré, dans la durée mais pas dans l’intensité, a altéré les défenses des macrophages 

alvéolaires face à l’infection à S. aureus. Dans la littérature, une étude a mesuré in vivo 

l’effet d’une infection virale sur la survie des souris soumis à un protocole exercice 

exagéré. Ce travail a étudié la survie des animaux inoculés avec le virus H1N1 après 

avoir effectué 3 jours d’exercice physique de charge modérée de longue durée. Les 

auteurs ont observé que la mortalité du groupe exercice était significativement plus 

élevée que celle du groupe contrôle (177). Les mécanismes mis en jeu n’ont été pas 

explorés. Ainsi, pour cette partie de mon étude, les résultats préliminaires sont 

encourageants et poursuivre les investigations pour caractériser les effets de l’exercice 

de charge exagérée sur la capacité bactéricide des macrophages alvéolaires devient un 

projet pertinent. 

Les lésions musculaires squelettiques résultant d'un exercice exagéré sont 

principalement induites par des blessures par étirement mécanique. Des résultats 

d'exercice aussi dommageables des lésions directes du sarcomère ainsi que des lésions 

de la membrane plasmique entraînant la libération d'enzymes musculaires, telles que la 

créatine kinase (CK), dans le plasma (178, 179). En outre, les lésions musculaires 

squelettiques induisent une réponse inflammatoire à la nécrose musculaire qui se 

traduit par l'activation et la migration des cellules immunitaires. Bien que cette réponse 

soit importante pour la régénération musculaire après un exercice normal, un exercice 

excessif induit une réponse inflammatoire systémique plus importante avec la 

libération d'une variété de cytokines et de chimiokines qui peuvent induire des effets 
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multi-organes (180). Dans le contexte de la réponse inflammatoire systémique et 

tissulaire, tous les protocoles d’exercice employés dans cette étude n’ont été pas 

suffisamment stressants. Dans la littérature, IL-6, TNF-α et IL-1β jouent des fonctions 

spécifiques dans les mécanismes d’inflammation post-exercice. Par exemple, l’IL-6 est 

généralement considéré comme une cytokine stimulée par l’inflammation. Son rôle 

principal dans ce cas est de stimuler le cortisol qui à son tour va entrainer la sécrétion 

de cytokines anti-inflammatoires telles quelles IL-10 et IL-1ra et inhiber l’expression 

de TNF-α (181-183). Le TNF-α joue un important rôle pour l’activation de 

l’hyperalgésie causée par l’exercice extrême. Il va induire la production d’IL-1β via la 

sécrétion de prostaglandines. Ainsi, l’étude du ratio entre IL-10 et TNF-α est proposée 

pour vérifier l’état inflammatoire post-exercice (184). Une étude a démontré que 

l’expression des cytokines IL-10 et TNF-α sont augmentées bien après la période post-

exercice (185). Dans notre étude préliminaire, même en absence d’analyse de cytokines 

anti-inflammatoires, il n’a été pas observé d’altération de l’expression d’IL-6, de TNF-

α et d’IL-1β entre souris soumise à l’exercice et les témoins. Pourtant, il serait 

intéressant d’analyser également les cytokines anti-inflammatoires pour pouvoir 

définir plus précisément dans quel état inflammatoire se trouvent nos souris.  

Un autre point important qui doit être abordé pour la compréhension de ces 

résultats, est le délai d’apparition de cette réponse inflammatoire induite par exercice 

exagéré. Il est bien documenté qu’une seule séance d’exercice est capable d’induire 

des phénomènes tels que les lésions musculaires et l'inflammation en rapport avec une 

leucocytose post-exercice (186) (Malm, 2001). De plus, lorsque l’exercice exagéré est 
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pratiqué de manière courante, cette inflammation peut éventuellement conduire à des 

lésions multi-organes (178). D’autres questions sur le rôle des différents types 

d'exercice, la charge ou l'intensité de l'exercice, le manque de périodes de récupération 

dans l'inflammation transitoire et le lien potentiel entre les lésions tissulaires restent 

encore sans réponse. Dans notre étude, basée sur l’hypothèse de la « fenêtre ouverte », 

les protocoles ont été conçus avec l’hypothèse que deux séances d’exercice physique 

dans un intervalle de 24 heures seraient suffisantes pour déclencher des réponses 

inflammatoires. Cette hypothèse n’a été pas confirmée. En contrepartie, une très 

récente étude établissant un modèle d’exercices répétitifs d’endurance pendant 7 jours 

de course sur tapis roulant chez le rat, et étudiant les dommages causés sur plusieurs 

organes, renforcent cette discussion des résultats. Liao, P. et coll. (2020) ont trouvé que 

morphologiquement, 7 jours d’exercice répétitif provoquent une destruction 

structurelle des tissus et une infiltration de cellules inflammatoires dans les muscles 

squelettiques et de nombreux organes viscéraux. De plus, ils ont trouvé des 

modifications quantitatives des leucocytes, des érythrocytes et des plaquettes, ainsi que 

des modifications de la concentration des facteurs inflammatoires sanguins (187).  

Compte tenu des avancées récentes à propos de l’effet inflammatoire et 

immunodépresseur de l’exercice physique exagéré, comparables aux résultats observés 

dans ce travail de thèse, s’ouvre une intéressante fenêtre d’opportunité à ce sujet. Une 

étude de caractérisation des mécanismes de la capacité bactéricide des macrophages 

alvéolaires et ses liens avec la réponse inflammatoire induits par l’exercice physique 

exagéré est envisagée dans le laboratoire.  
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18 CONCLUSION ET PERSPECTIVE 

En conclusion de ce travail en cours, l’inflammation post-exercice exagéré 

n’était pas présente avec les protocoles réalisés. Les résultats préliminaires suggèrent 

que cette réponse peut être plus complexe et d’autres études cinétiques sont nécessaires. 

Les résultats préliminaires obtenus pour la bactéricide des macrophages alvéolaires 

suggèrent un effet délétère de l’exercice aigu de charge intense. Ainsi, d’autres 

expériences sont nécessaires. En effet, d’autres stratégies seraient envisageables, 

comme par exemple, tester l’effet d’un activateur du Nrf2 comme le sulforaphane 

(SFN). Cette stratégie pharmacologique pourrait être utile pour atténuer un éventuel 

effet sur la capacité bactéricide des macrophages alvéolaires induit par des charges 

intenses d’exercice. D’autres expériences sont nécessaires pour déterminer le lien entre 

la réponse inflammatoire systémique et les propriétés fonctionnelles des macrophages 

alvéolaires. 

La perspective à court terme pour cette étude est de réaliser une autre campagne 

d’exercice aigu de charge intense chez la souris sauvage C57BL/6 avec un traitement 

pharmacologique de SFN en gavage. Ainsi, des expériences par PCR quantitative 

seront réalisées prochainement pour déterminer le profil de cytokines anti et pro-

inflammatoires au niveau tissulaire et systémique et en immunofluorescence pour 

analyser l’infiltration de cellules immunitaires dans le muscle squelettique lors de 

protocole d’exercice aigu de charge intense.  
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La perspective à long terme, est de réaliser une étude cinétique pour augmenter 

la compréhension sur les infections des voies respiratoires hautes qui sont très 

fréquentes chez les personnes qui se soumettent régulièrement à des efforts exagérés 

par exercice physique.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

160  

19 CONCLUSION GENERALE 

Une lésion de la moelle épinière entraîne des déficits neuromoteurs permanents 

qui modifient la vie en raison de la capacité de récupération limitée du système nerveux 

central. Lorsque la blessure est située au niveau cervical, les fonctions sensori-motrices 

en dessous du site de la lésion sont perdues et l’insuffisance respiratoire permanente 

est induite. Pour l’étude de cette pathologie, le rat est le modèle plus utilisé. 

Néanmoins, la faible disponibilité des spécimens génétiquement modifiés chez le rat 

limite son utilisation. Récemment, le modèle de lésion médullaire cervicale a été étudié 

chez la souris pour évaluer la récupération post-traumatique locomotrice spontanée et 

la récupération des muscles respiratoires. Les études moléculaires sont importantes 

pour améliorer les connaissances sur les mécanismes impliqués dans la lésion 

médullaire cervicale. Ainsi, les modèles développés chez la souris, avec un grand 

nombre disponible de souches génétiquement modifiées, peuvent être utilisés pour 

déchiffrer les interactions moléculaires et cellulaires.  

La première partie de mon travail de thèse a consisté à démontrer la faisabilité de 

l’utilisation d’un modèle souris d’hémisection cervicale de la moelle épinière pour 

étudier l’impact de l’entrainement physique sur la plasticité des muscles 

locomoteurs/respiratoires. Les résultats obtenus montrent que le test incrémental est 

applicable pour évaluer la capacité de course chez la souris avec des lésions cervicales 

de la moelle épinière. L’entraînement aérobie améliore la microcirculation des muscles 

locomoteurs. Notre protocole a également joué un rôle favorable dans la modification 

du type de myofibres de diaphragme et le développement de la microcirculation 
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diaphragmatique après hémisection cervicale de moelle épinière. L’intensité employée 

dans notre protocole d’exercice physique de 6 semaines n’a pas été suffisante pour 

induire une amélioration de la fonction respiratoire après hémisection cervicale de 

moelle épinière. Néanmoins, ces données permettent de considérer que l’entraînement 

aérobique pourrait être une bonne stratégie non invasive à utiliser afin de maintenir la 

plasticité locomotrice et respiratoire musculaire suite à une lésion médullaire cervicale. 

Les résultats préliminaires de cette étude montrent une tendance à une récupération 

minimale de la capacité de course même à 51 jours après lésion dans les groupes 

sauvages et Nrf2 KO sédentaires. Après 6 semaines d'entrainement, la capacité de 

course était plus élevée dans les groupes entraînés, y compris dans le groupe entrainé 

Nrf2 KO. Cela indique que l’abolition de Nrf2 n’influence pas dans l’amélioration de 

la capacité de course à long-terme. Cependant, la récupération de l’activité 

électromyographique diaphragmatique chez la souris Nrf2 KO sédentaire reste limitée 

en comparaison des souris sauvages sédentaires.  

La deuxième partie de mon travail de thèse concerne l’étude de différents types 

d’exercice de haute intensité sur l’inflammation systémique et l’activité bactéricide des 

macrophages alvéolaires de souris saines. 

Plusieurs études ont démontré qu’il est important de prendre en compte la charge 

(durée, intensité et fréquence) de l’exercice pour obtenir des effets bénéfiques sur 

l’inflammation par exemple. En effet, des données montrent que l’exercice physique 

exhaustif présenterait des effets délétères en affaiblissant le système immunitaire. 

L’immunosurveillance participe à l’adaptation induite par exercice physique. Une 
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hypothèse suggère que la pratique de l’exercice physique de charge modérée protège 

un individu contre les infections des voies respiratoires hautes, tandis qu'un exercice 

intense augmentera le nombre d'épisodes infectieux. Les résultats préliminaires de 

notre étude suggèrent que l’exercice de haute intensité n’entraine pas d’inflammation 

chez la souris. Cependant, la réponse à ce type d’exercice pourrait être plus complexe 

et d’autres études cinétiques sont nécessaires. Les résultats préliminaires obtenus pour 

la bactéricide des macrophages alvéolaires suggèrent un effet délétère de l’exercice 

aigu de charge intense. D’autres expériences sont nécessaires pour déterminer le lien 

entre la réponse inflammatoire systémique et les propriétés fonctionnelles des 

macrophages alvéolaires. 

Les résultats obtenus pendant ces 3 ans de thèse renforcent l’importance de 

l’utilisation de l’exercice physique comme outil pour investiguer les mécanismes 

impliqués dans des situations physiologiques et pathologiques. Ainsi, les résultats 

obtenus pour l’étude des effets de l’exercice dans un modèle d’hémisection cervicale 

de la moelle épinière chez la souris pourraient contribuer à améliorer les connaissances 

sur la physiopathologie des lésions médullaires et ouvrir de nouvelles perspectives de 

stratégies thérapeutiques. Les travaux sur les souris Nrf2 KO et sur l’effet immuno-

modulateur de l’exercice physique restent à compléter.  
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Effets prometteurs de l’exercice physique sur le système 

cardiovasculaire, métabolique et immunitaire pendant 

l’épidémie de COVID-19 
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Effets prometteurs de l’exercice physique sur le système cardiovasculaire, 

métabolique et immunitaire pendant l’épidémie de COVID-19 

Publication : Journal of Human Hypertension, 2020, p. 1-3. 

Avec 4 milliards de personnes en confinement dans le monde, l'épidémie de COVID-

19 peut entraîner une sédentarité excessive, en particulier dans la population de sujets 

vulnérables et handicapés. Le but de ce manuscrit était d’aborder les effets bénéfiques 

cardiovasculaires et immunitaires des interventions d'exercice dans les maladies 

chroniques, notamment le diabète de type 2 et l'hypertension artérielle. 
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L'entrainement contrecarre la raréfaction 

microvasculaire induite par la dexamethasone en 

améliorant l'équilibre entre les protéines apoptotiques 

et angiogéniques chez le rat 
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L'entrainement contrecarre la raréfaction microvasculaire induite par la 

dexamethasone en améliorant l'équilibre entre les protéines apoptotiques et 

angiogéniques chez le rat 

Publication : Steroids, 2020, vol. 156, p. 108573. 

Ce travail a permis d’étudier les mécanismes induits par l'entrainement physique 

qui peuvent contribuer à atténuer la raréfaction microvasculaire et l'hypertension 

induite par dexaméthasone, un glucocorticoïde non stéroïdien. Des rats Wistar ont subi 

un protocole d'entrainement ou ont été maintenus sédentaires pendant 8 semaines. La 

dexaméthasone a été administrée au cours des 14 jours suivants et hémodynamique les 

paramètres ont été enregistrés à la fin. La densité capillaire et rapport capillaire / fibre 

ont été obtenus dans le muscle soléaire. En outre, le facteur de croissance endothélial 

vasculaire (VEGF), l'endothélial vasculaire récepteur du facteur de croissance-2 

(VEGFR-2), synthase de l'oxyde nitrique endothélial (eNOS), lymphome à cellules B 

2 (Bcl-2), Bcl-2- comme la protéine 4 (Bax), les niveaux de protéine clivée p-BAX et 

caspase-3 ont été analysés. 

Les résultats obtenus dans cette étude montrent que le traitement chronique ce 

glucocorticoïde a augmenté de manière significative la pression artérielle, ce résultat a 

été associée à une réduction du rapport de la vascularisation du muscle squelettique. 

La réduction de la densité des vaisseaux était accompagnée à une diminution de 

l’expression protéique de VEGF, du VEGFR-2, du Bcl-2, du rapport entre les protéines 

Bcl-2 / Bax et p-Bax / Bax, ainsi qu'avec une augmentation de la production protéique 

de la caspase-3 clivée. Pourtant, l’ensemble de ces résultats ont démontré que le 

protocole de préconditionement physique a empêché la perte de microvaisseaux en 

atténuant tous les changements de protéines induit par DEX. En outre, les protéines 

angiogéniques et apoptotiques étaient significativement corrélées avec la densité de 

capillaires, qui, dans son tour, a été associée à la pression artérielle. Par conséquent, 

nous pouvons souligner que le preconditionement physique à partir de l'entrainement 

physique est une bonne stratégie pour atténuer la raréfaction microvasculaire induite 

par dexaméthasone dans le muscle soléaire et cette réponse implique un meilleur 

équilibre entre les protéines apoptotiques et angiogéniques, ce qui peut contribuer à 

l'atténuation de l'hypertension.  
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22 ANNEXE 

 

 

22.1 Activités complémentaires 

Formations : 

• Formation réglementaire de base en chirurgie chez le rongeur de laboratoire 

(22h), SOCIETE VETSALIUS 

• Formation expérimentation animale éthique et bientraitance, formation de 

concepteurs de projets scientifiques utilisant des animaux (57h), SORBONNE 

UNIVERSITE; 

• Du doctorant au Maître de Conférences (Université Paris-Sud – 12 h)  

• Bases de la Rédaction de la thèse (Université Paris-Sud - 12 h  

• Statistiques, Analyse de données (Université Paris-Sud - 18 h)  

• Détection et Gestion de la Fatigue en Entrainement Sportif (Université Paris-

Sud – 12 h)  

• Ethique de la Recherche' (Université Paris-Sud – 12)  

• Recherche documentaire et gestion informatisée des références 

bibliographiques (Université Paris-Sud – 12 h)  

 

Conférences :  

• Moderate training on forced exercise wheel following C2 SCI: Locomotor and 

respiratory effects in mice. Conference: International Research Spinal Trust, 

London, UK septembre 2019 (présentation poster). 

• Mise au point d’un modèle d’entrainement physique chez la souris blessée 

médullaire. 3éme Congrès de la SPBI, Montpellier juin 2019 (présentation 

orale) 
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