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« Qui fuit le sommeil court a la mort ».
Jean-Jacques Rousseau (1712 — 1778)






REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

PARTIE 1 — Le sommeil : généralités

1.1 — L’étude du sommeil

1.1.1. Définition et histoire du sommeil

Le sommeil est un état physiologique aussi mystérieux qu’indispensable a la vie de la grande
majorité des étres vivants. |l est caractérisé par une perte de la conscience, une réactivité aux
stimuli extérieurs amoindrie et une immobilité associée a un déclin du tonus musculaire.
Chaque étre humain est un expérimentateur averti de cette manifestation physiologique
guotidienne. Malgré tout, cette « petite mort » reste un phénomene tres particulier et

souléve encore aujourd’hui d'importantes questions non élucidées.

Dés l'antiquité, le sommeil suscite beaucoup d’intérét et est sujet a de multiples
interprétations chez de nombreux philosophes. Vers 450 av. J.-C., un médecin grec du nom
d’Alcmaemon définit le sommeil comme étant une période de perte de conscience qui pouvait
étre expliquée par le manque de circulation sanguine vers le cerveau en raison du drainage du
sang a la surface du corps. De méme, vers 400 av. J.-C., la baisse de la température de surface
d’une personne était suspectée d’étre la cause du sommeil. Une cinquantaine d’années plus
tard, du fait de la diminution du rythme cardiaque lors du sommeil, Aristote a supposé que le
sommeil serait d a un arrét de la conscience dans le cceur, considéré comme le siege des sens
et de la sensibilité. Les premiéres contre-mesures pour favoriser I'endormissement sont
apparues avec le médecin grec Asclépiade de Bithynie, un siecle av. J.-C., qui suspendait le lit
de ses patients pour créer un balancier doux et lent. C'est finalement en 162 apr. J.-C. que le
médecin Claudius Galien, par ses travaux d’observation et de description de I'anatomie du
systéme nerveux, place le cerveau au centre de nombreux processus psychophysiologiques
(dont la conscience) et par conséquent le lieu privilégié pour étre impliqué dans I'induction du
sommeil. A la suite de cette période de prospérité grecque, I'avénement de la religion
chrétienne et de ses considérations contraint les expérimentations scientifiques et peu de

progres ont été réalisés dans la compréhension et la nature du sommeil.



1.1.2. La découverte de I’électroencéphalographie

A la fin du 19¢ siécle, le médecin britannique Richard Caton (1842-1926) a enregistré pour la
premiere fois les fluctuations de I'activité électrique du cerveau a 'aide d’un galvanometre.
Cette découverte des propriétés électriques du cerveau a servi de base a l'invention de
I’électroencéphalographie (EEG), avec laquelle I'étude et la compréhension du sommeil vont
prendre un nouvel essor. Le neurologue allemand Hans Berger, considéré comme le péere de
I'EEG, effectue, le 6 juillet 1924, le premier enregistrement électroencéphalographique chez

I"'Homme (Figure 1).
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Figure 1: Hans Berger (1873 — 1941) en 1927 retranscrivant I'électroencéphalogramme de sa fille (llse). Les
signaux supérieurs ont été enregistrés pendant une période de repos, ceux du milieu pendant une période de
calcul mental et les signaux inférieurs lors de la délivrance de la réponse au calcul mental. (Zayachkivska &
Coenen, 2016)

D’un point de vue technique, 'EEG consiste a poser des électrodes directement sur le crane
de sujets humains (ou animaux) puis a enregistrer la différence de potentiel électrique (qui
est amplifiée) avec I'électrode de référence. Nous savons aujourd’hui que ces signaux
électriques sont la somme de |'ensemble des courants électriques (potentiels post-
synaptiques excitateurs et inhibiteurs) des neurones situés sous I’électrode (principalement
les cellules pyramidales du cortex ; Figure 2). Du fait de la conductivité volumique, il est
difficile de déterminer quels sont les neurones qui participent ou non au signal enregistré en
EEG. Toute I'activité électrique générée autour de |'électrode participe au développement du
potentiel électrique. De fait, I'EEG présente une faible précision spatiale et ne permet pas une

étude fonctionnelle précise des réseaux de neurones. En revanche, 'EEG est capable



d’enregistrer des variations de potentiel électrique a I’échelle de la milliseconde et, a I'inverse
de la précision spatiale, la précision temporelle de 'EEG est trés élevée. L'emplacement de
I’électrode détermine la région cérébrale qui participe majoritairement a la genése du signal
enregistré. Dans un souci de reproductibilité, I'adoption d’un systeme général de
positionnement des électrodes permet de comparer les résultats obtenus a travers différentes
études. C'est le systeme 10-20 qui est principalement utilisé, ce systeme est basé sur la
relation entre I'emplacement d'une électrode et la zone sous-jacente du cortex cérébral. Les
"10" et "20" font référence au fait que les distances réelles entre les électrodes adjacentes
représentent 10% ou 20% de la distance totale entre I'avant (nasion) et 'arriére (inion) du

crane ou entre la droite et la gauche.
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Figure 2 : Schéma de I’enregistrement de I'activité neuronale par une électrode d’électroencéphalographie.
L’électrode est posée sur le crane, en contact direct avec la peau. Elle est séparée des neurones par différentes
couches, la peau (épiderme, derme et hypoderme), Ios, la dure-mére, I’arachnoide, I'espace subarachnoidien et
la pie-mere. Elle enregistre I'ensemble des potentiels post-synaptiques excitateurs et inhibiteurs des neurones a
sa portée et le signal enregistré est amplifié avant d’étre retranscrit analogiquement ou numériquement (Bear
et al, 2016)

Le premier enregistrement EEG pendant le sommeil a été réalisé en 1935 par Alfred Loomis
qui décrit pour la premiere fois les ondes lentes du sommeil, mais également la présence
d’ondes plus rapides surimposées a ces ondes lentes et qui surviennent de maniere ponctuelle
(Loomis et al., 1935a, 1935b). Ces rythmes cérébraux singuliers vont étre classifiés en stades
de sommeil par le médecin francais Michel Jouvet en 1961 qui identifie les deux grands stades

de sommeil : le sommeil lent et le sommeil paradoxal (Figure 3). Au cours de I'éveil, I'activité



des neurones corticaux est intense et ils déchargent la plupart du temps de maniére
asynchrone, générant a la fois des courants positifs et négatifs. La somme de ces signaux
correspond donc a un signal peu ample et trés variable, qui est qualifié de « gras » lors de la
lecture visuelle d’un EEG d’éveil. Lors du passage de I'éveil au sommeil lent, nous observons a
la fois un ralentissement de I'activité neuronale et une synchronisation progressive de la
décharge neuronale. Ce qui se caractérise par une augmentation progressive de I'amplitude
du signal EEG au cours des différents stades de sommeil, pour atteindre une synchronisation
maximale lors du sommeil lent profond chez I’homme. En revanche, le sommeil paradoxal est
associé a une activité cérébrale proche de [I'éveil (mais avec une signature

électrophysiologique bien particuliere) et a I'absence totale de mouvement.
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Figure 3 : Exemple de signaux EEG enregistrés pendant I’éveil, le sommeil lent et le sommeil paradoxal. (Adapté
de Yamabe et al., 2019)

Les bandes de fréquences caractéristiques de 'EEG. |l est possible d’extraire les fréquences
des oscillations enregistrées en EEG, notamment grace a |'utilisation de la transformée de
Fourier (voir partie microstructure du sommeil). Dés son utilisation dans les années 1950, les
scientifiques vont décrire et identifier différents rythmes caractéristiques oscillant dans des
gammes de fréquences spécifiques et utilisées pour comparer des signaux EEG dans différents
contextes physiologiques ou pathologiques. Les premieres gammes de fréquences a étre
définies sont celles correspondantes aux rythmes alpha (oscillations entre 8 et 12 Hz) et béta
(oscillations entre 12,5 et 30 Hz) par Hans Berger en 1929 (Berger, 1929). Les ondes lentes
spécifiques du sommeil profond, ou rythmes delta (entre 0,5 et 4 Hz) ont été décrits une

année plus tard par le neurophysiologiste William Grey Walter (1910-1977 ; Walter, 1954). Les



oscillations de 4 a 8 Hz, nommeées rythme théta, ont été décrites quant a elles pour la premiere
fois en 1938 au niveau de I'hippocampe du lapin (Jung & Kornmiiller, 1938). Enfin, les
oscillations trés rapides dans la gamme de fréquence comprise entre 30 et 140 Hz, ou rythme
gamma, ont été décrites pour la premiére fois au niveau du cortex visuel de singes éveillés en

1964 (Hughes, 1964).

Ainsi, I'enregistrement EEG permet de discriminer précisément I'éveil du sommeil a partir de
I'activité des réseaux neuronaux qui est caractéristique de I'état de vigilance. Néanmoins, la
faible précision spatiale de I'EEG ne permet pas de discriminer les réseaux neuronaux entre
eux et d’étudier leur fonctionnalité propre. De plus, I'utilisation d’électrodes peut étre
dérangeante dans certaines conditions et peut éventuellement étre a [lorigine de
perturbations du sommeil. D’autres méthodes d’étude du sommeil existent et présentent des
avantages et des inconvénients. Le choix de la méthode d’étude dépend des moyens a

disposition, du modeéle d’étude et de I'objectif scientifique.

1.1.3. Autres méthodes d’étude du sommeil

L'imagerie par résonance magnétique (IRM). Le principe de I'IRM est fondé sur les propriétés
magnétiques de I'hydrogéne. En réponse a une forte activité neuronale, les vaisseaux sanguins
augmentent leur taux d’oxygénation (c’est la « réponse hémodynamique ») augmentant de
maniére concomitante la quantité locale de protons, ce qui induit une signature visible en IRM
et qui est appelé |'effet BOLD (« Blood-oxygen-level dependant »). L'IRM fonctionnelle permet
donc d’évaluer indirectement I'activité neuronale, et elle présente une résolution spatiale de
1-2 mm, beaucoup plus précise que I'EEG, ce qui rend possible la discrimination fonctionnelle
entre des régions cérébrales assez proches. En revanche, le temps d’acquisition nécessaire a
la mise en place de I'ensemble des étapes de I'IRM fonctionnelle ainsi que le délai
physiologique entre I'activité neuronale et la réponse hémodynamique rendent la précision
temporelle de I'IRM trés faible. De plus, obtenir des données IRM du cerveau de sujets en train
de dormir n'est pas chose aisée, le matériel d’enregistrement fait beaucoup de bruit et
I’environnement nécessaire a I'enregistrement de signaux IRM n’est pas compatible avec la
détente associée au sommeil. Malgré tout, certaines études ont réussi a enregistrer ces
données IRM pendant le sommeil et cela permet de mettre en évidence des phénomeénes
inaccessibles avec I'EEG. Une étude a notamment montré que I'IRM fonctionnelle permettait

d’évaluer quelles régions cérébrales « s’endormaient » les premiéres, avec une signature



associée au sommeil visible dans un premier temps au niveau thalamique, puis au niveau du

cortex occipital et au niveau frontal (Song et al., 2022).

La magnétoencéphalographie (MEG). Assez proche de 'EEG, la MEG permet d’enregistrer les
champs magnétiques induits par les courants électriques générés par I'activité neuronale.
L'avantage de mesurer les champs électriques plutét que les variations de potentiels
électriques directement avec une électrode comme pour I'EEG permet d’identifier tres
précisément I'origine de I’émission du champ magnétique et confere a la MEG une résolution
spatiale bien meilleure que I'EEG (de I'ordre du millimétre). Malheureusement, comme pour
I'IRM, cette technologie reste trés couteuse et le systéme d’enregistrement est bruyant et
volumineux, ce qui est incompatible avec la plupart des études sur le sommeil. Toutefois, une
étude publiée en 2014 a réussi a enregistrer simultanément des fuseaux du sommeil (voir
microstructure du sommeil) en EEG et en MEG et a permis d’étudier la dynamique de la

connectivité des réseaux pendant les fuseaux du sommeil (Zerouali et al., 2014).

Les analyses du mouvement. Une des caractéristiques ancestrales du sommeil reste
I'immobilité. Il semble donc possible d’utiliser I'absence de mouvement comme marqueur
d’une période de sommeil. Malheureusement, chez ’'Homme I'absence de mouvement n’est
pas toujours associée au sommeil et les analyses vidéo ainsi que I'utilisation d’accélérometres
qui permettent d’évaluer la quantité de mouvement sont des méthodes complémentaires qui
peuvent donner une premiere estimation du temps total de sommeil, mais ne permettent pas
une étude détaillée du sommeil. En revanche, chez I'animal et notamment chez les rongeurs,
I’'absence de mouvement est trés souvent associée au sommeil (Sourioux et al., 2018; Zeng et
al., 2012). L'utilisation de méthodes qui permettent d’enregistrer chaque mouvement de
I'animal peut permettre de discriminer I’éveil du sommeil. Une de ces méthodes consiste en
Iutilisation de tapis rempli de capteurs piézo-électriques placés sous la cage de I'animal (Mang
etal., 2014). Ces capteurs vont générer un signal électrique proportionnel a toute déformation
physique qu’ils vont recevoir et cela permet d’identifier chaque mouvement effectué par
I'animal dans sa cage, jusqu’aux mouvements respiratoires de I'animal endormi. Une étude
menée sur la souris a montré que ce systeme permettait de correctement évaluer le temps de
sommeil par heure ainsi que les paramétres associés a la qualité du sommeil (Mang et al.,

2014).



L’électrocardiogramme (ECG), la fréquence respiratoire et la saturation en oxygéne. Le
sommeil est également associé a une diminution de la fréquence cardiaque du fait d’'une
activation majoritaire du systeme parasympathique (Snyder et al., 1965). Ainsi, un suivi
journalier de la fréquence cardiaque par ECG d’un individu pourrait permettre de discriminer
les périodes d’activités des périodes de sommeil. Toutefois, de nombreux parametres peuvent
influencer la fréquence cardiaque lors de I'éveil et du sommeil (la température, I'activité de la
journée, I'alimentation, I'alcool, le tabac, la caféine, I'apnée du sommeil ou encore le stress)
et la discrimination entre |'éveil calme et le sommeil léger n’est parfois pas évidente (Amaral
et al., 2001). De plus, la diminution de la fréquence cardiaque est plus marquée en sommeil
profond alors que le sommeil paradoxal est associé a des périodes d’activité cardiaque plus
intense (Boudreau et al.,, 2013). Associé a cette diminution de la fréquence cardiaque, le
rythme respiratoire diminue également pendant le sommeil, il devient de plus en plus lent et
régulier jusqu’au sommeil profond puis redevient plus variable en sommeil paradoxal (Snyder
et al.,, 1965; Sowho et al., 2014). Cette diminution du rythme respiratoire induit une
diminution de la saturation en oxygene qu’il est également possible de mesurer en continu et
I’enregistrement de la fréquence respiratoire ainsi que de la saturation en oxygéne sert de
base a l'identification des pathologies respiratoires liées au sommeil comme I'apnée du
sommeil. L'utilisation de ces différentes méthodes dans |’évaluation du temps total de
sommeil et du temps passé dans chaque stade de sommeil est aujourd’hui popularisée dans
de nombreux outils connectés de suivi de la santé et du sommeil (bracelets, montres, anneaux
...). Les résultats sont tres corrects pour I'évaluation du temps total de sommeil (>90% de
performances en comparaison avec de I'EEG (Altini & Kinnunen, 2021; Chen et al., 2013;
Natale et al., 2012), mais restent moins précis pour I'identification des stades de sommeil avec

des performances globales entre 60 et 80% (Altini & Kinnunen, 2021).

La méthode choisie pour I'étude du sommeil dépend de I'objectif scientifique. L'utilisation
d’outils connectés qui enregistrent la fréquence cardiaque, la fréquence respiratoire ou la
saturation en oxygene peut se révéler trés pratique chez 'Homme étant donné leur facilité
d’utilisation et permet une bonne estimation du temps total de sommeil. L'analyse du
mouvement est une alternative intéressante chez le rongeur, elle permet d’identifier les
périodes d’éveil et de sommeil de maniere non invasive, mais n’est pas compatible avec une

étude détaillée de la structure du sommeil. Si I'objectif est I'étude des mécanismes neuronaux



du sommeil, cela requiert toujours un enregistrement de I’activité neuronale. L'IRM et la MEG
présentent une précision spatiale bien meilleure que I'EEG, et permettent [|'étude
fonctionnelle des réseaux neuronaux, mais leur utilisation dans le cadre d’étude sur le
sommeil reste compliquée. L'EEG présente une bien meilleure comptabilité avec les études

sur le sommeil, ce qui en fait la méthode de référence pour I'’étude du sommeil.

Afin de décrypter les mécanismes du sommeil, il est nécessaire de moduler 'activité des
réseaux neuronaux impliqués dans la régulation du sommeil. Cela requiert I'utilisation de
méthodes invasives comme la pose d’électrodes de stimulation, [I'utilisation de
I’optogénétique ou encore la manipulation génétique pour modifier I'expression de molécules
impliquées dans la régulation du sommeil. Ces explorations fonctionnelles sont rendues
possibles par 'utilisation de modeles animaux, et c’est I'utilisation de ces modeéles qui sont a

I'origine de la majorité des découvertes qui ont été faites sur le sommeil et ses mécanismes.
1.1.4. l'utilisation des modeles animaux pour I’étude du sommeil

L’état caractérisant le sommeil a été observé chez I'ensemble des mammiféres, des oiseaux,
des reptiles, des amphibiens, et chez quelques poissons (Kelly et al., 2020; Libourel & Herrel,
2016; Rattenborg, 2006). Des chercheurs ont caractérisé des formes de sommeil chez les
insectes (Hartse, 2010) et chez des organismes plus « simples » comme les nématodes (Raizen
etal., 2008). Le sommeil est un état physiologique apparu il y a tres longtemps dans |'évolution
et de fait, si 'organisation du sommeil présente des différences entre les mammiféres, la
structure générale du sommeil reste similaire (Allison & Cicchetti, 1976; Elgar et al., 1988). Les
modeéles animaux utilisés pour I’étude du sommeil dans le but d’applications chez I'Homme
sont nombreux (chiens, chats, lapins, singes). A titre d’exemple, les mouvements oculaires
associés au sommeil paradoxal ont été décrits pour la premiére fois en 1953 chez I'enfant
pendant la sieste (Aserinsky & Kleitman, 1953). Mais c’est en 1959 qu’un médecin francais,
Michel Jouvet, découvre chez le chat que cet état dépend du tronc cérébral inférieur. Il
démontre également que ces périodes de sommeil sont a la fois caractérisées par une atonie
musculaire et par une activité cérébrale proche de I'éveil, et lui donne ainsi le nom de sommeil
paradoxal (Jouvet & Michel, 1959). De nos jours, la prépondérance des moyens techniques
disponibles chez les rongeurs favorise I'utilisation de ces modeéles animaux (souris/rats). La

proximité relative de ces modeles avec 'Homme et la facilité d’utilisation combinée aux



nombreuses possibilités techniques (chimiques et génétiques) conferent de nombreux
avantages a ces modeles animaux (Shanks et al., 2009; Vandamme, 2014; Wall & Shani, 2008;
Yartsev, 2017). Des décennies de recherche sur le sommeil des rongeurs ont permis de
maitriser un grand nombre de parametres du sommeil de ces animaux et en font d’excellents

modeéles pour étudier et moduler I'architecture du sommeil.

1.2 - La structure du sommeil des rongeurs

1.2.1. La macrostructure du sommeil

Chez les rongeurs, I'enregistrement de I'EEG est, comme chez I'Homme, couplé a un
enregistrement de l'activité musculaire : un électromyogramme (EMG), pour aider a la
discrimination des stades de sommeil. A linverse de I'Homme qui a un sommeil
« monophasique », les rongeurs sont des animaux « polyphasiques ». Cela signifie que leur
cycle de veille et de sommeil n’est pas constitué de deux grandes périodes bien identifiées,
mais de l'alternance de plusieurs périodes de courtes durées. De plus, leur période
préférentielle de sommeil est la période lumineuse, ils y dorment en moyenne 70-80% du
temps (Franken et al.,, 1995; Vyazovskiy et al.,, 2007), ce qui en fait des animaux dits
« nocturnes » (a l'inverse de 'Homme qui est un animal « diurne », qui dort la nuit). lls
dorment également entre 20 et 40% pendant leur période préférentielle d’activité, la période
d’obscurité. Nous distinguons seulement deux stades de sommeil chez les rongeurs, le
sommeil lent, appelé « NREM sleep » (qui regroupe les stades N1, N2 et N3 chez 'Homme) et
le sommeil paradoxal appelé « REM sleep ». (Figure 4). Certaines études différencient des
stades de sommeil lent également chez le rongeur (Katsageorgiou et al., 2018; Lacroix et al.,
2018), mais l'identification de ces stades reste débattue au sein de la communauté

scientifique.

Phase lumineuse Phase obscure
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Figure 4 : Hypnogramme représentant I'alternance entre éveil, sommeil lent et sommeil paradoxal au cours
de 24h chez le rat. La période lumineuse est la période préférentielle de sommeil chez le rat, alors que la période
d’obscurité est la période préférentielle d’activité. (Adler et al., 2014)




Le sommeil lent chez les rongeurs est caractérisé par la méme signature électrophysiologique
qgue le sommeil lent chez ’'Homme, avec une réduction progressive de la fréquence
enregistrée en EEG jusqu’a une prédominance des ondes lentes de la bande de fréquence
delta (0,5-4Hz) associée a une augmentation de I'amplitude du signal EEG. Le sommeil
paradoxal présente également les mémes caractéristiques que le sommeil paradoxal chez
I'Homme, avec une forte activité dans la bande de fréquence théta de I'EEG associé a une
atonie musculaire complete. L’éveil est quant a lui caractérisé par un signal EEG de faible
amplitude associé a la présence de fréquences rapides (alpha et beta) ainsi qu’une activité

musculaire importante (Figure 5).
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Figure 5 : Exemples de signaux EEG/EMG correspondants a I’éveil, au sommeil lent et au sommeil paradoxal
chez le rat. Enregistrements EEG (en noir) et EMG (en bleu) réalisés avec un émetteur de télémétrie chez le rat.
La définition du stade correspondant est effectuée par une lecture visuelle en fonction du signal EMG et du signal
EEG. (Enregistrements télémétriques réalisés avec des implants HD-X02 et visualisés avec le logiciel Neuroscore)

En pratique, que ce soit chez I’'Homme ou chez le rongeur, I'analyse de la structure du sommeil
se fait en découpant I'enregistrement EEG/EMG en sous-période de 4, 10, 30 ou 60 secondes
selon la précision recherchée, qui dépend de la question scientifique posée. Chaque sous-
période est associée a un état de vigilance en fonction des signaux EEG/EMG. La détermination
de I'état de vigilance pour chaque sous-période est classiqguement réalisée par une lecture
visuelle faite par un expert du sommeil, mais il existe également des outils de lecture semi-
automatique ou automatique (Supratak et al., 2017 ; Koupparis et al., 2014). A partir de ces
annotations, il est possible de calculer un ensemble de parameétres qui nous renseignent sur
la structure globale du sommeil, qui est appelé la « macrostructure » du sommeil : la durée
totale de sommeil, le temps passé dans chaque stade de sommeil et la stabilité du sommeil

(qui dépend de la durée moyenne de chaque période de sommeil). Chez 'Homme nous



pouvons calculer d’autres paramétres comme la latence d’endormissement ou |’efficience du

sommeil (temps de sommeil / temps passé au lit), mais ce n’est pas le cas chez le rongeur.

Nous pouvons également nous intéresser dans le détail aux signaux EEG contenus dans
chaque sous-période annotée. Ce qui est appelé la « microstructure » du sommeil. Ces
analyses s’articulent autour de deux types d’approches. La premiere consiste a réaliser une
analyse spectrale approfondie des signaux EEG, la seconde consiste a identifier des

évenements caractéristiques du signal EEG qui ont lieu pendant le sommeil.

1.2.2. La microstructure du sommeil

L’analyse spectrale approfondie. L'analyse spectrale du sommeil correspond a I'analyse du
contenu fréquentiel du signal EEG et sert de référence pour I'identification et la classification
des stades de sommeil. La détermination de la puissance des bandes de fréquences
caractéristiques (delta, théta, alpha, béta et gamma) correspondante a chaque sous-période
permet d’aider la lecture visuelle pour déterminer I'état de vigilance et sert de base aux
méthodes de classification automatique, mais peut étre approfondie. Si deux périodes de
sommeil lent sont caractérisées par la présence d’ondes delta, I'identification précise de la
fréquence des ondes delta et de leur puissance, peut par exemple, permettre de mettre en

évidence des différences entre deux périodes de sommeil lent.

La premiére étape lors du traitement du signal consiste a filtrer le signal pour éliminer toute
forme de bruits potentiels. Il existe de nombreuses méthodes (et types de filtres) différentes
et la sélection de la meilleure méthode dépend de I'enregistrement EEG et de la question
scientifique a laquelle nous essayons de répondre. La fréquence des courants électriques qui
alimentent I'ensemble des appareils est de 50 Hz en Europe, et comme nous ne portons pas
d’intérét aux hautes fréquences au cours de ce travail de thése, nous avons choisi d’utiliser un
filtre de type « band-pass » entre 0,5 et 35 Hz, qui ne va conserver que les fréquences a

I'intérieur de l'intervalle choisi (Figure 6).
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Figure 6 : Exemple de I'application d’un filtre band-pass sur des signaux EEG. Signaux EEG d’un enregistrement
effectué chez I'animal avant et aprés I'application d’un filtre band-pass sur des périodes de 10 secondes d’éveil,
de sommeil lent profond et de sommeil paradoxal. (Signaux enregistrés avec un implant télémétrique chez le rat)

Ensuite, il existe différentes méthodes pour analyser le contenu fréquentiel d’une période
d’éveil ou de sommeil. La méthode la plus utilisée consiste a utiliser la transformation de
Fourier, qui permet de décrire le spectre fréquentiel d’un intervalle de temps donné, c’est-a-
dire d’extraire toutes les fréquences qui composent le signal. L'utilisation de la transformée
de Fourier nous permet ainsi d’obtenir toutes les fréquences contenues dans notre signal
d’origine et de leur associer une puissance qui représente la quantité de signaux qui oscillent
a cette fréquence dans notre signal d’origine. En appliquant la transformée de Fourier sur les
signaux de la figure 6, on obtient une densité de spectre de puissance ou chaque fréquence
contenue dans notre signal initial est associée a une puissance (Figure 7). Nous pouvons voir,
par exemple, le pic de puissance correspondant a la bande de fréquence théta pour le sommeil
paradoxal (4-8 Hz) et un pic de puissance correspondant a la bande de fréquence delta pour
le sommeil lent profond (0,5-4 Hz) ce qui est caractéristique de ces états de vigilance (Figure

7).

12



L M Eveil
M Sommeil lent profond
M Sommeil paradoxal

Densité de la puissance spectrale

0 5 10 15
Frequences (Hz)

Figure 7 : Densité de spectre de puissance d’une sous-période d’éveil, de sommeil lent profond et de sommeil
paradoxal. Toutes les fréquences entre 0 et 15 Hz (avec un pas de 0,25 Hz, échelle des abscisses) sont associées
a leur puissance (échelle des ordonnées) aprés application de la transformation de Fourrier sur les signaux
illustrés dans la figure 6.

Ainsi, en appliquant la transformée de Fourier sur des périodes de sommeil lent, de sommeil
paradoxal ou d’éveil, il est possible de calculer pour chaque bande de fréquences (delta, théta,
alpha et béta) la fréquence moyenne, la puissance relative et absolue de chaque bande de
fréquence, la fréquence maximale et sa puissance associée. L'une des utilisations les plus
connues de cette analyse spectrale approfondie consiste a analyser la puissance relative de la
bande de fréquence associée aux ondes lentes (delta : 0,5 — 4 Hz) par rapport aux autres
bandes de fréquences pendant le sommeil lent profond, qui est appelé la « Slow-wave
activity (SWA) » en anglais. Cette SWA est corrélée au « besoin » de sommeil (qui est appelé
la pression homéostatique, voir partie Régulation du sommeil) et sert de marqueur pour
évaluer quantitativement cette pression de sommeil qui s’accumule au cours de I'éveil

(Franken et al., 1991; Schwierin et al., 1999).

L’analyse des événements caractéristiques. Lors du sommeil lent, surviennent sur I'EEG, des
évenements caractéristiques, les complexes K et les fuseaux de sommeil, ou « sleep spindles »
en anglais (abrégés en spindles dans le reste du document), identifiés pour la premiere fois
par le chercheur américain Alfred Lee Lomis dans les années 1930 (Loomis et al., 1935b, 1938).
Les complexes K sont des évenements biphasiques spontanés de 0,5-1 secondes, de grande
amplitude, qui ont lieu toutes les 60-100 secondes et qui précedent de quelques secondes les
spindles (Cash et al., 2009). Les spindles qui surviennent quelques secondes aprés ces
complexes K sont des oscillations de 9 a 15 Hz qui durent de 0,5 a 3 secondes en moyenne

(Figure 8).
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Figure 8 : lllustration d’un complexe-K suivi par un spindle sur un enregistrement EEG chez le rat lors du
sommeil lent. (Signaux adaptés provenant d’un enregistrement télémétrique chez le rat)

A la suite de leur découverte en 1935, les décennies suivantes sont marquées par la recherche
des origines de la génération des spindles ainsi que de leur fonction. Des études pionnieres
conduites par le groupe de recherche du neurophysiologiste Mircea Steriade (1924-2006) ont
posé les bases de l'idée que le noyau réticulaire du thalamus (NRT) est le générateur
primordial des spindles (Figure 9). Ces études sont constituées d'enregistrements
intracellulaires réalisés au niveau du NRT de chats anesthésiés (Steriade et al., 1985, 1987),
ainsi que d'enregistrements réalisés sur des tranches de cerveau de furet et de rongeur
(Steriade et al., 1993). Le déclenchement optogénétique des spindles par stimulation du NRT
chez la souris ouvre maintenant la voie au contrdle de leur apparition spatio-temporelle afin

de mieux comprendre leurs fonctions (Bartho et al., 2014; Halassa et al., 2011).

Scalp EEG

A 'w’;"w JUILJULL ) " J Lu.w,, o l
g \ | ‘ | ’ , 1" TC cell Sleep consolidation
| A ‘
- W i KRs—
W\ J\ A \ LJUW \ W :w‘t‘u’
b L Synaptic plasticity
Learning and memory
M | l nRt cell
500 ms l
VATALVAY Neuronal development
T — ?
Waxing  Middle Waning a
phase phase phase

TRENDS in Neurosciences

Figure 9 : Mécanisme de génération des spindles et fonctions associées. Les cellules du NRT (en vert) exercent
une inhibition rythmique sur les neurones thalamocorticaux (TC, en rouge) qui provoque un rebond d’activité
glutamatergique. Ce rebond d’activité augmente la synchronisation des neurones TC en synchronisant
I'inhibition des neurones du NRT ainsi que la décharge des neurones cortico-thalamiques (CT, en bleu). (Astori et
al., 2013; Bonjean et al., 2011)

14



Les spindles sont générés par une premiere synchronisation intrathalamique due aux
propriétés cellulaires des neurones GABAérgique composants le NRT. L'inhibition rythmique
des neurones du NRT sur les neurones thalamocorticaux (TC) induit un rebond d’activité
glutamatergique des neurones TC qui activent a leur tour les neurones du NRT et permet ainsi
la genese d’une boucle intrathalamique qui augmente la synchronisation des neurones TC.
L’activation rythmique des neurones TC et leur décharge en bouffée va permettre la réponse
synchrone des neurones cortico-thalamiques (CT) ce qui va encore augmenter la
synchronisation et la cohérence spatiale de la décharge thalamique. Nous pouvons distinguer
trois phases au niveau des spindles, une premiere phase de génération du spindle la « Waxing
phase », pendant laquelle les inhibitions rythmiques des neurones du NRT ne sont pas
suffisantes pour synchroniser suffisamment les décharges des neurones TC. Puis une phase
médiane, la « middle phase » ou cette fois les neurones TC se synchronisent et augmente le
nombre de neurones impliqués en excitant de maniére rythmique les neurones CT, mais aussi
les neurones inhibiteurs du NRT. Enfin, la phase terminale, la « Waning phase » lors de laquelle
la décharge des neurones TC et des neurones CT devient moins synchrone et I’'amplitude de
I'oscillation diminue progressivement. Cette phase terminale est en partie expliquée par la
présence de canaux ioniques particuliers, des canaux dépolarisants régulés par le niveau de
Ca?* qui induisent une période réfractaire responsable de la désynchronisation des neurones
TC. De plus, la désynchronisation progressive entre I’activation CT et I'inhibition du NRT sur
les neurones TC pourrai empécher la de-inactivation des canaux T, nécessaire pour la

génération de décharge en bouffée, et ainsi participer a la terminaison des spindles.

Les fonctions des spindles. Les spindles ont été initialement identifiés comme un filtre
sensoriel pour protéger le sommeil (Fernandez & Lithi, 2020). Une stimulation acoustique
plus forte est nécessaire pour réveiller des sujets humains pendant des épisodes de sommeil
lent contenant des spindles (Yamadori, 1971), et la variabilité naturelle du nombre de spindles
spontanés pendant le sommeil chez 'Homme présente une corrélation positive avec la
tolérance au bruit environnemental (Dang-Vu et al., 2010). Deux autres études utilisant des
manipulations optogénétiques chez I'animal ont permis d’aller plus loin en montrant que
I'augmentation du nombre de spindles pendant le sommeil lent a induit une augmentation de

la durée du sommeil lent (Halassa et al., 2011; Kim et al., 2012).



Les spindles ont ensuite été impliqués dans la consolidation mnésique a long terme (Antony
et al.,, 2019; Schonauer, 2018 ; voir partie 1.5.2. La fonction d’homéostasie synaptique du
sommeil). Récemment, les spindles ont également été associés a la douleur. En effet, une
étude publiée en 2020 observe que plus les animaux sont douloureux, plus le nombre de
spindles pendant le sommeil lent est faible. De plus, 'augmentation du nombre de spindles
par stimulation optogénétique (sans modifications de la durée ou de la fréquence des

spindles) permet de réduire le niveau de douleur de ces animaux (Caravan et al., 2020).

1.3 - Les réseaux de la veille et du sommeil

La transition de I'état d’éveil au sommeil induit des changements profonds sur la cognition, le
contréle moteur, I'activité cérébrale et la conscience et représente un enchevétrement de
réseaux finement régulés qui nécessite la participation de multiples acteurs cellulaires et
moléculaires (McCormick et al., 2015; McGinley et al., 2015). La modification de la macro ou
de la microstructure du sommeil est la conséquence d’'une modification d’activité au niveau
des réseaux neuronaux qui contrdlent I'état de veille et de sommeil. L’architecture générale
de ces réseaux est partagée par 'ensemble des mammiféres et est de fait, similaire entre
I'Homme et le rat (Eban-rothschild et al., 2018; Mcginley et al., 2015; Saper et al., 2010; Siegel,
2005).

La premiere grande découverte dans 'identification des régions impliquées dans la régulation
de la veille et du sommeil a eu lieu en 1928 a Vienne par un neurologue viennois, Constantin
Von Economo. Il étudia le cerveau de deux groupes de malades : un groupe dans le coma et
un groupe qui ne dormaient pas. Chez les malades dans le coma, il découvrit une Iésion au
niveau de I'hypothalamus postérieur, région identifiée comme « Centre de I'éveil » (Jouvet,
2000). Chez les malades qui ne dormaient pas, il découvrit la présence d’une lésion au niveau
de la partie antérieure de I'hypothalamus, il identifia cette région comme « Centre du

sommeil ».

Nous connaissons aujourd’hui la structure et la composition des réseaux qui participent a
I'induction et au maintien de I'éveil appelé le « Systéeme réticulaire activateur ascendant »
(Figure 10). Ce systeme est composé de deux noyaux situés en haut du pont constitué de
neurones cholinergiques, le noyau tegmental latérodorsal et le noyau pédunculopontique qui

se projettent au niveau du noyau réticulaire du thalamus. Et d’'une seconde voie qui active



directement le cortex, incluant le noyau tubéromammillaire contenant des neurones
histaminergiques, le noyau médian et dorsal du raphé contenant des neurones
sérotoninergiques, le groupe de neurone A10 contenant de la dopamine et le locus coeruleus
contenant des neurones noradrénergiques. Cette voie d’activation est également soutenue
par des neurones peptidergique de I’hypothalamus latéral (LH) secrétant de |'orexine ou de la
melanin-concentrating hormone et par des neurones du mésencéphale basal qui contiennent

de I'acide gamma-aminobutyrique ou de I'acétylcholine (Saper et al., 2005).

La seconde observation de Von Economo était qu’une |ésion au niveau de I"hypothalamus
antérieure était a I'inverse, associée a de I'insomnie. A la suite de plusieurs décennies de
recherche, le noyau ventrolatéral (VLPO) de I’hypothalamus a été identifié comme étant
particulierement actif pendant le sommeil et projette des terminaisons nerveuses sur tous les
groupes de neurones participant a I’éveil (Sherin et al., 1996). Les neurones du VLPO sont
actifs pendant le sommeil et contiennent des neurotransmetteurs inhibiteurs, la galanine et
le GABA (Gaus et al., 2002; Sherin et al., 1998; Szymusiak et al., 1998). Les neurones du VLPO
jouent unréle central dans I'induction et la maintenance du sommeil en inhibant les structures
composant le systéme ascendant de |’éveil (Figure 10 ; Saper et al., 2005). La |ésion spécifique
du VLPO induit une diminution du temps de sommeil de plus de 50% (Lu et al., 2000, 2002) ce
qui fait du VLPO une structure cruciale pour le sommeil, mais indique également que d’autres
mécanismes peuvent étre impliqués dans I'induction et le maintien du sommeil en réponse a

une lésion du VLPO.
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Figure 10 : Représentation des régions cérébrales contenant les populations neuronales impliquées dans la
régulation veille/sommeil sur une coupe sagittale de cerveau de rat. Le systéme ascendant de I’éveil est
composé de neurones sérotoninergiques (cercles violets), de neurones adrénergiques ou noradrénergiques
(cercles orange), de neurones histaminergiques (cercle bleu) et de neurones orexinergiques (cercle rouge). Le
VLPO et le MPO (carrés noirs) inhibent ces structures de I’éveil et participent a I'induction et la maintenance du
sommeil (Siegel, 2005).



1.4 - La régulation du sommeil

Tout changement de la macro ou de la microstructure du sommeil est la conséquence d’une
modification d’activité des réseaux de la veille et du sommeil. La régulation du sommeil est
représentée par I'ensemble des phénoménes modulant I'activité de ces réseaux. Ces
phénomeénes de régulation du sommeil sont partagés en deux grands processus. Le premier
représente la fatigue croissante qui est générée au cours de I'éveil, le second représente le
fait que I'envie de dormir coincide avec la nuit. Ces deux phénomeénes ont été décrits et
nommeés en 1982 par le pharmacologue Alexander A. Borbély. La pression de sommeil qui
s’accumule au cours de I'éveil est représentée par le processus homéostatique du sommeil,
le processus S, alors que le fait de ressentir un besoin de sommeil plus important le soir est

représenté par le processus circadien du sommeil, le processus C (Figure 11 ; Borbély, 1982).
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Figure 11 : Modéle de la régulation du sommeil a deux processus. Le besoin de sommeil est sous la dépendance
de deux procédés. Le processus circadien (processus C) qui présente une fluctuation quotidienne et qui est en
rapport avec tous les autres rythmes circadiens (alimentation, rythmes sociaux, activité physique ...) est sous le
contrdle du principal régulateur circadien, la lumiéere. Le processus homéostatique (processus S) représente le
besoin de sommeil qui s’accumule au cours de I'éveil (Patanaik, 2015).

1.4.1. Le processus homéostatique

Le processus homéostatique (également appelé processus S) peut étre représenté par la
pression du sommeil qui s'accumule pendant I'éveil et s'intensifie au fur et a mesure que I'on
reste éveillé (Borbély et al., 2016). Cette pression de sommeil est associée a une augmentation

progressive de I'activité des ondes lentes lors du sommeil lent profond et cette mesure sert



de marqueur de la pression homéostatique du sommeil. L'augmentation progressive de cette
pression de sommeil pendant I’éveil est en partie due a I'accumulation de certaines molécules
produites pendant I'éveil qui sont directement impliquées dans la régulation du sommeil. Une
de ces molécules est I'adénosine. L'adénosine est un produit de dégradation de I’ATP, qui est
la molécule énergétique utilisée par I'ensemble des cellules de I'organisme. Ainsi, pendant
I’éveil, I'importante activité neuronale va engendrer une accumulation de I'adénosine au
niveau central. L'implication de I'adénosine dans la mise en place de la pression de sommeil a
été dans un premier temps démontrée par |'utilisation d’agonistes de I'adénosine qui
permettent de réduire le temps d’éveil et induisent un endormissement précoce (Buday et al.,
1961; Feldberg & Sherwood, 1954; Haulica et al., 1973; Portas et al., 1997). D’autres études
ont montré que le blocage de son action par des antagonistes, comme la caféine, induit une
augmentation du temps d’éveil, augmente la latence d’endormissement et fragmente le
sommeil (en fonction de I'heure et de la dose ; Erblang et al., 2019; Porkka-heiskanen &

Kalinchuk, 2011).

En complément de l'adénosine, les deux principaux médiateurs pro-inflammatoires, les
cytokines facteur de nécrose tumorale (TNF)-a et I'interleukine (IL)-1B, participent également
a la régulation homéostatique veille/sommeil (Clinton et al., 2011; Krueger, 2008) et ont été
identifiés comme « substances régulatrices du sommeil ». Chez I'animal, I'administration de
ces cytokines au niveau central induit une augmentation du sommeil lent alors que I'inhibition
de leur action induit une diminution de la durée du sommeil lent en condition physiologique
ou en réponse a une privation de sommeil (Besedovsky et al., 2019; Krueger et al., 1995; Opp,
2005). D'autres cytokines, notamment les interférons (IFNs), I'IL-2, I'IL-4, I'IL-6, I'IL-10, I'IL-13,
I'IL-15 et I'IL-18 semblent également avoir certaines propriétés régulatrices du sommeil, mais
la majorité des études ont été réalisées sur les effets somnogéniques de I'lL-1B et du TNF-a.
La prostaglandine 2 (PGD2), la plus abondante au niveau du systéme nerveux central des
rongeurs, joue également un réle important dans la régulation du sommeil, I'inhibition de sa

production réduit le temps passé en sommeil lent (Scharbarg et al., 2022).

De plus, plusieurs données chez les rongeurs et I'Homme ont indiqué des interrelations entre
le sommeil, le systéme nerveux central et I'axe somatotrope (c'est-a-dire GHRH/GH/IGF-1,
hormone de libération de I'hormone de croissance/hormone de croissance/facteur de

croissance analogue a l'insuline de type 1 ; Chennaoui et al., 2020; Obal & Krueger, 2004; Van



Cauter et al., 1998; Zegarra-Valdivia et al., 2020). Chez la souris, il a été récemment démontré
qgue I'lGF-1 modulait I'architecture du sommeil par le biais des neurones hypothalamiques a

orexine (Zegarra-Valdivia et al., 2020).
1.4.2. Le processus circadien

La grande majorité des processus physiologiques de I'organisme sont sous l'influence de
rythmes circadiens. A I’échelle de I'individu, nous pouvons distinguer une horloge centrale,
localisée dans I’hypothalamus (noyau suprachiasmatique) et des horloges périphériques dans
chaque cellule et chaque tissu. L’horloge centrale est le synchronisateur principal des horloges
périphériques et son activité est controlée par la présence ou non de lumiere dans
I’environnement (Figure 12), ce qui fait du cycle lumiére-obscurité le rythme primordial pour
la régulation de I'ensemble des rythmes circadiens (Moore & Eichler, 1972; Stephan & Zucker,
1972; Turek & Takahashi, 2001). La mise en place de ces rythmes (lumiére, alimentation,
température) permet d’anticiper les variations environnementales plutot que de les subir, afin
d’optimiser les processus adaptatifs associés (comme la sécrétion d’enzyme de digestion a
I’heure des repas, avant I'ingestion de nourriture ; Mistlberger, 2006). A I'échelle moléculaire,
le principal facteur qui pilote les rythmes circadiens est un hétérodimeére composé de
Circadian Locomotor Output Cycles Kaput (Clock) et Brain and Muscle Arnt Like protein-1
(BMALL1). ll est impliqué dans I'expression de ses propres inhibiteurs (Cryptochrome et Period)
ce qui permet de générer une boucle de rétroaction circadienne et il participe a la régulation
de nombreux processus physiologiques tels que le vieillissement, le développement, le

métabolisme et le sommeil (Gekakis et al., 1998; Kondratov et al., 2006; Okamura et al., 2010).
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Figure 12: Diagramme schématique de l'organisation circadienne du SCN. Les informations lumineuses
environnementales sont regues par le SCN via le tractus rétino-hypothalamique. Ces informations lumineuses
synchronisent, en fonction du cycle jour-nuit, les rythmes circadiens intrinseques du SCN, qui est considéré
comme |'horloge circadienne centrale de I'organisme. Ensuite, le SCN va réguler les rythmes circadiens de la
majorité des fonctions physiologiques de I'organisme comme le cycle veille/sommeil ou la température (Ono,
2022).

1.4.3. Modulation de la régulation du sommeil

Un des défis actuels de la recherche sur le sommeil est de comprendre les interactions entre
les facteurs environnementaux de la société actuelle et les mécanismes de régulation du
sommeil. Cela dans le but de maitriser les effets de ces facteurs sur la macro et la

microstructure du sommeil.

Chez ’'Homme, un des facteurs environnementaux le plus connu et peut-étre le plus néfaste
pour le sommeil a I’échelle de la société est I'exposition a la lumiére artificielle le soir. Cette
exposition tardive a la lumiéere artificielle désynchronise I'ensemble de nos rythmes circadiens,
dont le processus circadien qui régule le sommeil (Borbély & Neuhaus, 1978). Cela a pour
conséquence d’augmenter la latence d’endormissement, fragmente le sommeil et induit ainsi

une diminution du temps total de sommeil (Czeisler, 2013; Cho et al., 2013).

La température est également un facteur majeur qui participe a la régulation du sommeil. La
température du corps suit un rythme circadien synchronisé avec le cycle veille/sommeil avec

une augmentation de la température lors de I'éveil et une diminution lors du sommeil. La
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relation entre sommeil et température est bidirectionnelle, et la modulation de la
température interne joue un réle important sur le sommeil (Harding et al., 2019). L’efficacité
de nos systémes de thermorégulation est directement corrélée a la qualité du sommeil et
I'ensemble des activités quotidiennes qui permettent de stimuler ces systémes de
thermorégulation sont favorables au sommeil (comme le sport, le sauna ou I'immersion dans

de 'eau froide ; Harding et al., 2019; Hussain et al., 2019; Robey et al., 2013).

D’autres facteurs environnementaux comme le stress ou |'alimentation jouent un role
important sur la régulation du sommeil, notamment en activant le systéme immunitaire. En
effet, comme nous I'avons décrit dans le processus homéostatique du sommeil, de
nombreuses cytokines pro-inflammatoires ainsi que les prostaglandines jouent un role dans
la régulation du sommeil (Besedovsky et al., 2019). Toutes les situations qui induisent une
activation du systéme immunitaire et la production d’IL-13, de TNF-a et de PGD2 (comme un
stress, l'ingestion de nourriture grasse et sucrée ou encore une infection virale ou
bactérienne) vont induire une augmentation du temps passé en sommeil lent de maniére
dose-dépendante (Figure 13). L'augmentation du sommeil lent dépend de la quantité de
cytokines, lors d’une réponse inflammatoire trop importante (avec de la fievre par exemple),
les effets deviennent négatifs en induisant une fragmentation du sommeil lent et une
diminution du sommeil paradoxal et de tres fortes doses induisent méme une diminution de
la durée du sommeil lent et du sommeil paradoxal (Besedovsky et al., 2019; Obal & Krueger,

2003).
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Figure 13 : Modele conceptuel des changements du sommeil en réponse a I’activation du systéme immunitaire.
L’exposition a des pathogenes infectieux, des bactéries ou des stimulateurs environnementaux, induit une
augmentation des motifs moléculaires associés aux dommages cellulaires (DAMPs) et des motifs moléculaires
associés aux pathogénes (PAMPs) qui activent le systéme immunitaire (via les récepteurs de reconnaissance de
forme des leucocytes, les PRRs). Les cellules immunitaires vont sécréter des cytokines pro-inflammatoires (IL-1,
TNF) et des prostaglandines (PGD2) qui jouent également un réle de substances régulatrices du sommeil.
L’augmentation de la quantité de ces substances va induire un accroissement du temps passé en sommeil
profond et inhiber le sommeil paradoxal de maniere dose-dépendante, mais en quantité trop importante elles
vont induire une fragmentation du sommeil profond. (Besedovsky et al., 2019)

1.5 — Les fonctions du sommeil

D’un point de vue évolutif, les contraintes associées au sommeil peuvent s’avérer dangereuses
pour la survie en milieu naturel. En effet I'immobilité, I'augmentation du seuil de réponse a
un stimulus externe et l'inertie du sommeil (délai entre le réveil et des capacités physiques et
cognitives optimales) rendent chaque étre vivant endormi vulnérable au monde extérieur.
Malgré cela, la présence quasi universelle du sommeil dans I’ensemble du regne animal traduit
le fait que le sommeil induit des bénéfices plus importants que les risques qu’il représente.
Ces bénéfices sont aujourd’hui regroupés sous la forme de cing grandes fonctions associées

au sommeil.
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1.5.1. La fonction métabolique et énergétique du sommeil

La baisse de la température, la diminution du métabolisme ainsi que I'immobilité pendant le
sommeil permettent de réduire la consommation d’énergie pendant la nuit ou la recherche
de nourriture est moins efficace pour les espéces diurnes ou pendant la journée pour les
especes nocturnes (Scharf et al., 2008). La théorie initiale était que I'éveil était associé a la
consommation d’énergie et que le sommeil permettait le renouvellement des stocks d’énergie
(Benington & Heller, 1995). Cette hypothése a été invalidée par plusieurs résultats qui
démontrent notamment la restauration des stocks énergétiques pendant I'éveil (Franken et

al., 2003, 2006; Petit et al., 2014).

Il semblerait que ce ne soit pas tant la quantité d’énergie consommeée qui change entre I'éveil
et le sommeil, mais plutét I'utilisation qui est faite de cette énergie (Schmidt, 2014). Lors de
I’éveil, les investissements énergétiques sont concentrés sur les activités locomotrices et
cérébrales a court terme. Lors du sommeil, I'immobilité et la diminution de I'activité cérébrale
permettent d’allouer cette énergie a la synthése protéique, la réparation cellulaire ou encore

la réorganisation des réseaux neuronaux (Figure 14).

Sleep-Wake Cycling

Biological Functions Coupled with Behavioral State

Wake ; Sleep
4=Energy Allocation=» Predominant
WE

Bl

TR \WAKE

(Cycle)
Down-Regulated S L E E P Upregulated

Figure 14 : Représentation schématique du modele d’allocation énergétique du sommeil. Pendant I'éveil,
I'utilisation de I’énergie est mobilisée par I'ensemble des activités associées a I'éveil (locomotion,
thermorégulation, reproduction ...), représentées par le « Waking Effort (WE »). En revanche, pendant le
sommeil, I'absence de ces activités permet d’investir I'énergie dans des mécanismes biologiques représentés par
le « Biological investment (BI) » qui correspondent a la synthése protéique, la réparation cellulaire, la
réorganisation des réseaux neuronaux ... La taille des fléeches correspond a la quantité subjective de ressources
investies dans chacune des deux catégories, alors que la couleur des fleches est associée a |'état d’éveil (rouge)
ou celui du sommeil (bleu). (Schmidt, 2014).
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1.5.2. La fonction d’homéostasie synaptique du sommeil

La théorie majeure du réle du sommeil dans 'homéostasie synaptique est proposée par
Tononi & Cirelli, 2003. Elle stipule que I’éveil est associé a une forte activité neuronale et a la
mise en place de nouvelles connexions synaptiques, ce qui consomme beaucoup d’énergie et
sature I'espace cérébral. Le sommeil, associé a la diminution de I'activité cérébrale, servirait
alors a la dé-potentialisation de nombreuses synapses pour permettre le retour a
I’'homéostasie synaptique. Cette théorie est soutenue par plusieurs travaux qui démontrent a
la fois une forte augmentation de I’activité métabolique des neurones ainsi que du nombre de
synapses au cours de |’éveil et une diminution de la consommation énergétique et du nombre
de synapses pendant la période de sommeil concomitante (Maret et al., 2011; Vyazovskiy et
al., 2008). En revanche, deux autres études ont montré que la densité des épines dendritiques
au niveau de larégion CA1 de I’hippocampe, particulierement impliqué dans la mémoire (Kasai
et al., 2010), était diminuée aprés une privation de sommeil (Havekes & Abel, 2017;

Ognjanovski et al., 2018).

Si le sommeil lent a pour fonction de diminuer la densité et le poids des synapses formées
pendant I’éveil, comme stipulé par I'hypothése de I'homéostasie synaptique, cela pose le
probleme de la conservation des informations nécessaires a I'apprentissage et a la mémoire.
Or le role des ondes lentes dans la consolidation mnésique a été largement démontré et elles
sont nécessaires a la stabilisation de la mémoire dans le temps (Maquet, 2001; Peigneux et
al., 2001). Des approches multidisciplinaires ont permis de caractériser, au niveau
hippocampique, les mécanismes cellulaires et moléculaires participant au traitement des
informations récemment acquises. L’apprentissage au cours de I’éveil induit la création de
nouvelles synapses et de nouveaux réseaux au niveau hippocampique (Born & Wilhelm, 2012).
Pendant les ondes lentes du sommeil, la plupart de ces synapses sont éliminées ou en tout cas
dé-potentialisées, ce qui permet de libérer de I'espace pour I'apprentissage a venir. En
revanche, certaines synapses et certains réseaux nouvellement formés sont a l'inverse
réactivés pendant ces ondes lentes. La réactivation des réseaux hippocampiques sélectionnés
se traduit par une forte activité électrophysiologique et géneéere des oscillations a haute
fréquence, appelées « ripples ». C'est le couplage temporel de ces ripples avec les spindles
thalamocorticaux qui permet le transfert de la mémoire contenue dans ces réseaux

précisément réactivés, de I’hippocampe (court terme) vers le cortex (long terme ; Figure 15).
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Figure 15 : Modeéle de la fonction active du sommeil dans la consolidation mnésique. (A) Durant I'éveil, les
informations sont encodées a court terme au niveau de I’hippocampe (rectangle vert) avant d’étre transférées
dans le cortex pendant le sommeil pour un encodage a long terme (rectangle orange). (B) Le transfert
d’informations entre I’hippocampe et le cortex nécessite le couplage temporel entre les ripples hippocampiques
(rectangle vert, les réseaux locaux contenant I'information a sauvegarder sont sélectionnés et réactivés), les
spindles thalamocorticaux (rectangle bleu) et les ondes lentes corticales (rectangle orange). (Born & Wilhelm,
2012).

1.5.3. La fonction endocrinienne du sommeil

Le sommeil est associé a la sécrétion d’hormones qui jouent un réle clé dans la croissance du
corps chez I'enfant et dans la réparation et le maintien de I’"homéostasie tissulaire chez
I'adulte. Une des hormones majeures impliquées dans de nombreux processus anaboliques
est I'hormone de croissance (« Growth Hormone (GH)»). La GH est une hormone
polypeptidique sécrétée par les cellules somatotropes de I’hypophyse, une de ses fonctions
principales est de stimuler la sécrétion d’insulin-growth-factor (IGF)-1 par le foie dans la
circulation sanguine (Laron, 2001), mais également de stimuler la sécrétion d’IGF au niveau

local (Fernandez et al., 2007; Ohlsson et al., 2009).

De nombreuses études ont montré que la majorité de la production de GH a lieu pendant les
premiéres heures de sommeil lent profond, ol la puissance des ondes delta est maximale. A
I'inverse, la privation totale de sommeil induit une diminution drastique de la production
d’hormone de croissance (Chennaoui et al., 2020; Lange et al., 2010 ; Figure 16). La production
de GH par I'hypophyse est sous le controle de la « growth-hormone-releasing hormone

(GHRH) ». L’administration exogéne de GHRH augmente le temps passé en sommeil lent alors
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gue l'inhibition de la production endogene de GHRH inhibe le sommeil lent (Obal & Krueger,
2004; Zhang et al., 1999) et les mutations génétiques liées a une déficience en GHRH sont
associées a une diminution du temps et de la qualité du sommeil lent et induisent une

diminution de la sécrétion de GH qui méne au nanisme (Obal & Krueger, 2004).
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Figure 16 : Profil de sécrétion d’hormone de croissance au cours d’une nuit de sommeil. Taux d’hormone de
croissance lors d’une nuit normale (trait épais) et lors d’une privation de sommeil (trait fin). (Extrait de Lange et
al., 2010)

Le sommeil régule également la sécrétion de la leptine et de la ghréline, deux hormones qui
jouent un réle majeur dans la régulation de I'appétit en induisant la satiété ou la faim,
respectivement. En condition de manque de sommeil, les niveaux de leptine sont diminués ce
qui induit une augmentation de la sensation de faim et augmente les apports caloriques ce
qui peut participer a des prises de poids importantes, jusqu’a mener a l'obésité (Figure 17 ;

Keith et al., 2006; Lumeng et al., 2007; Spiegel et al., 1999, 2004).
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Figure 17 : Effets du temps de sommeil sur le ratio ghréline/leptine. Profil journalier de I'évolution du ratio
ghréline/leptine aprés deux jours de restriction de sommeil (a gauche) ou aprés deux jours d’extension de
sommeil (a droite). (Spiegel et al., 1999)

Il est également important d’évoquer les travaux qui ont été menés sur le lien entre le sommeil

et I'insuline. L'insuline est une hormone produite par les cellules B des flots de Langerhans du



pancréas. Sa fonction principale est de réguler la glycémie, elle favorise I'absorption du
glucose sanguin par les cellules adipeuses, les cellules du foie et les cellules du muscle
squelettiques et permet ainsi de faire baisser la glycémie. De nombreuses études
épidémiologiques ont montré que la perturbation du cycle veille-sommeil était associée au
risque de développer une résistance chronique a I'insuline (Cappuccio et al., 2010; Shan et al.,
2015). Des études expérimentales menées chez I’'Homme ont permis d’objectiver ces
observations et ont montré que la restriction de sommeil induisait une résistance a l'insuline
au niveau du foie (Donga et al., 2010), au niveau du tissu adipeux (Broussard et al., 2012) et

au niveau systémique (Van Leeuwen et al., 2010).
1.5.4. La fonction immuno-inflammatoire du sommeil

Nous avons vu, dans la partie 1.4.3. Modulation de la régulation du sommeil, que le systeme
immunitaire participait a la régulation du sommeil. La relation est réciproque et le sommeil
exerce de nombreux effets sur la fonction immunitaire en retour. Le sommeil participe
notamment a la redistribution tissulaire des cellules immunitaires (leucocytes, monocytes,
lymphocytes) afin de renforcer la disponibilité en cellules immunitaires des ganglions

lymphatiques (Dimitrov et al., 2007; Ruiz et al., 2017).

Outre ces aspects de macro-régulation du sommeil sur la fonction immuno-inflammatoire, le
role du sommeil sur la production de cytokines pro-inflammatoire n’est pas clairement
identifié. Les études qui comparent les niveaux plasmatiques de cytokines entre une condition
de sommeil normal et une condition de manque de sommeil aigué (privation/restriction)
observent des résultats discordants (c.-a-d. une augmentation, une diminution ou pas de
changement) en fonction de la cytokine, de la méthode de dosage utilisée, ou encore de
I'heure du prélevement (Besedovsky et al., 2019; Chennaoui et al., 2014; Irwin, 2019).
Cependant, il semblerait qu’a long terme, le manque de sommeil chronique soit associé a une
augmentation de I'inflammation (Aho et al., 2013) et a la réduction de la fonctionnalité des

leucocytes (Pellegrino et al., 2012).

Le sommeil semble également jouer un réle dans la consolidation de la mémoire immunitaire.
Plusieurs études ont montré qu’une diminution du temps de sommeil était associée a une
moindre production d’anticorps (Benedict et al., 2014; Lange et al., 2003, 2011). A I'inverse,

des preuves cumulatives suggerent qu’un temps de sommeil suffisant pourrait améliorer la



réponse immunitaire de la vaccination (Rayatdoost et al., 2022). Cet effet serait induit par le
sommeil lent, qui génere un environnement pro-inflammatoire transitoire bénéfique pour la

consolidation de la mémoire immunitaire a long terme (Besedovsky et al., 2012).
1.5.5. La fonction glymphatique du sommeil

Une étude publiée en 2013 a montré une augmentation importante de I’échange convectif du
liquide cérébro-spinal (LCS) avec le liquide interstitiel lors du sommeil (Xie et al., 2013). Les
chercheurs ont observé une augmentation du taux de clairance des macromolécules et des
substances toxiques produites par les cellules pendant le sommeil. Par analogie avec
I’élimination des déchets issus du fonctionnement cellulaire par la circulation lymphatique, les
chercheurs ont donné le nom de « Glymphatique » a ce systeme d’élimination au niveau
cérébral. Le systeme glymphatique est un systeme de transport de fluides hautement
organisé, qui permet I’élimination des déchets tels que la protéine tau (Patel et al., 2019), la
protéine B-amyloide (lliff et al., 2012) ou encore le lactate (Lundgaard et al., 2017). La
régulation de cette fonction glymphatique n’est pas encore totalement élucidée, mais il
semblerait que I'influx de LCS dépende en partie de I'amplitude des ondes lentes du sommeil

(Figure 18 ; Hablitz et al., 2019).
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Figure 18: Réle du sommeil lent dans I’élimination des déchets cérébraux. Les taux de norépinephrine
diminuent pendant le sommeil lent, ce qui augmente I'afflux de liquide cérébro-spinal (CSF en anglais) dans les
parenchymes cérébraux et augmente les échanges entre le CSF et le liquide interstitiel, ce qui permet d’éliminer
les déchets métaboliques cérébraux. Lors de I'éveil, associé avec des taux élevés de norépinéphrine, I'afflux du
CSF dans les parenchymes cérébraux est fortement réduit et les échanges avec le liquide interstitiel sont moins
importants. (Hauglund et al., 2020)



1.6. Les effets du manque de sommeil

Malgré ces fonctions primordiales pour la santé, le sommeil est souvent négligé dans notre
société connectée qui considere le sommeil comme une perte de temps et qui favorise les
activités nocturnes éveillant. En tous lieux, la proportion de personnes en dette de sommeil
ne cesse d’augmenter (Chattu et al., 2019; Hoyos et al., 2015). Le bulletin épidémiologique
hebdomadaire de santé publique France en mars 2019 met en évidence le temps de sommeil
qguotidien des Frangais qui est de moins de 7h en moyenne, avec plus d’un tiers des Frangais
gui dorment moins de 6h par nuit (Léger et al., 2019). Or, nous savons par de multiples études
gue dormir moins de 6 heures est associé a de nombreux risques pour la santé et diminue les

performances physiques et cognitives.

Sur la santé publique. La durée et la qualité du sommeil ont un impact important sur la santé
physique et mentale (Simon & Walker, 2018; Grandou et al., 2019; Kecklund & Axelsson, 2016)
et la diminution chronique du temps de sommeil est un facteur de risque pour le diabéte
(Spiegel et al., 2005), I'obésité (Spiegel et al., 2009), les maladies cardiovasculaires (Tobaldini
et al.,, 2019) et les maladies neurodégénératives (Krause et al., 2017). Par conséquent, le
manque de sommeil est une des principales questions de santé dans notre société, et

représente un probléme de santé publique majeur.

Sur les performances cognitives. Le manque de sommeil a un impact négatif sur la vigilance
et les capacités attentionnelles, la perception sensorielle, les émotions, la mémoire,
I'apprentissage et les fonctions exécutives (Alhola & Polo-Kantola, 2007; Kyle et al., 2017; Lim
& Dinges, 2010; Smithies et al., 2021). De nombreuses études montrent une augmentation du
temps de réaction a la suite d’'une privation (Lim & Dinges, 2010) ou une restriction de
sommeil (Rabat et al., 2016) ainsi qu’une augmentation du taux d’erreur. L'ensemble de ces
effets augmentent sensiblement le risque d’accident en cas de manque de sommeil. Selon les
données épidémiologiques qui décrivent la gravité du manque de sommeil dans nos sociétés,
il est difficile d’imaginer I'impact global du manque de sommeil dans le monde en termes

d’accidentologie (Hillman & Lack, 2013; Leger, 1994; Teran-Santos et al., 1999).



Sur les performances physiques. La reconnaissance de I'importance du sommeil dans le
monde du sport est en constante évolution. Le sommeil des sportifs professionnels est
confronté a de nombreuses contraintes (charge de travail, stress, voyages, jet-lag,
compétitions tard le soir) et de nombreuses études ont observé une altération du sommeil
chez les athlétes (altération de la quantité/qualité), ainsi qu’un risque élevé de développer
des symptomes insomniaques (Hausswirth et al., 2014; Gupta et al., 2017; Knufinke et al.,
2018; Leeder et al.,, 2012). Le sommeil semble pourtant étre un point capital pour la
performance sportive (Brandt et al., 2017; Juliff et al., 2018). Cependant, I'impact du sommeil
sur les performances sportives n’est pas le méme selon le sport considéré et selon les
individus. Au niveau des performances d’endurance (aérobie), les résultats de plusieurs
études montrent que le manque de sommeil diminue les performances, et cela peut étre di
a une augmentation de la perception de |'effort, mais également a une diminution des stocks
musculaires de glycogene (Fullagar et al., 2015; Oliver et al., 2009; Skein et al., 2011). Au
niveau des performances anaérobies, certaines études décrivent un effet négatif du manque
de sommeil (Abedelmalek et al., 2013; Souissi et al., 2003) alors que d’autres investigateurs
ne constatent aucune modification (Mougin et al., 1996; Taheri & Arabameri, 2012). En
revanche, pour les sports qui nécessitent des capacités cognitives, comme de la précision, des
temps de réaction courts ou encore de la tactique (comme le tennis, les fléchettes, le basket,
le volley ou le rugby), la dégradation du sommeil semble toujours associée a une dégradation
des performances alors que I'augmentation du temps de sommeil les améliore (Edwards &
Waterhouse, 2009; Mah et al., 2011; Reyner & Horne, 2013; Schwartz & Simon, 2015; Suppiah
et al.,, 2016).

1.7. l’extension de sommeil

Il existe peu de contre-mesures pour faire face aux nombreux effets délétéres du manque de
sommeil. La sieste ou la prise de caféine sont les plus utilisées, elles permettent de limiter la
dégradation des capacités cognitives en condition de manque de sommeil (Quiquempoix et

al., 2022; Vgontzas et al., 2007).

Une autre stratégie possible est d’augmenter la durée de son temps de sommeil, c’est-a-dire

de faire de « I’'extension de sommeil », avant une période de manque de sommeil. Cela permet



de faire de la « provision de sommeil », ce que I'on appelle le « banking sleep » en anglais

(Rupp et al., 2009).

Chez 'Homme, I'extension de sommeil consiste a augmenter le temps passé au lit, en se
couchant 2 heures plus t6t, permettant ainsi d’augmenter d’environ 90 minutes le temps total
de sommeil (Chennaoui et al., 2016). Lors d’une privation de sommeil, une des taches
cognitives qui est fortement dégradée concerne les processus attentionnels et est évaluée par
des tests visuels d’évaluation de I'attention soutenue, le plus connu étant le « psychomotor
vigilance task (PVT) ». Lors de ce test de PVT, il faut réagir le plus vite possible a une stimulation
qui apparait a I'écran en appuyant sur un bouton. Le temps de réponse est mesuré pour
chaque essai, et les réponses de plus de 500 ms (appelées « lapses ») servent de marqueurs
pour évaluer les niveaux de vigilance du sujet. Une étude publiée par notre unité de recherche
en 2015 a montré que la dégradation des processus d’attention lors d’'une privation de
sommeil est moins importante chez des sujets qui ont préalablement réalisés de |’extension

de sommeil (Figure 19 ; Arnal et al., 2015).
Figure 19 : Effets de I'extension de sommeil sur le nombre de laps et sur le temps de réponse lors d’une
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privation de sommeil. (A) Nombre de laps lors du test de vigilance psychomotrice (PVT) pour le groupe « temps
habituel de sommeil » (HAB, courbe noire) et pour le groupe qui a réalisé préalablement de I'extension de
sommeil (EXT, courbe rouge) lors du jour contrdle, DO, puis pendant le jour de privation de sommeil, D1 et le jour
de récupération, D2 (les heures de la journée correspondantes sont précisées sur I’axe des abscisses). (B) similaire
a (A), mais pour la vitesse de réponse lors du PVT. * différences significatives entre HAB et EXT (* : p<0,05 ; ** :
p<0,01; ***: p<0,001); a: différences significatives par rapport a DO (09 :30) dans la condition HAB; b:
différences significatives par rapport a DO (09 :30) dans la condition EXT. (Adapté de Arnal et al., 2015)



Afin d’étudier en détail les mécanismes mis en jeu par I'extension de sommeil, notre unité a
employé une méthode permettant de réaliser de I'extension de sommeil chez le rat. Etant un
animal nocturne, le rat dort préférentiellement durant la période lumineuse. L’allongement
artificiel de la durée de cette période lumineuse (+4h) permet d’augmenter le temps de
sommeil des animaux de 90 minutes en moyenne (Sauvet et al., 2018). Notre unité a montré
que, chez I'Homme comme chez I'animal, deux semaines d’extension de sommeil
permettaient d’augmenter les taux plasmatiques d’IGF-1 (Chennaoui et al., 2016, 2017). Etant
donné I'implication d’IGF-1 dans le maintien des fonctions cognitives (Chennaoui et al., 2020;
Creyghton et al., 2004) cette augmentation d’IGF-1 est une piste pour expliquer les effets
protecteurs de I'extension de sommeil sur les performances cognitives. De plus, cette
augmentation d’IGF-1 a été retrouvée au niveau du cortex frontal des animaux, ce qui renforce
I’hypothése d’une implication potentielle d’IGF-1 dans les bénéfices cognitifs induits par
I’extension de sommeil (Chennaoui et al., 2017). Une diminution de la concentration en
récepteurs al'adénosine de type 1 (A1R) a également été observée au niveau du cortex frontal
des animaux a la suite de deux semaines d’extension de sommeil. Etant donné la fonction
somnogénique de I'activation de ces récepteurs par I'adénosine, qui participent a la mise en
place de la pression de sommeil au cours de I'éveil, ce résultat est également un élément pour

expliquer les effets cognitifs de I’extension de sommeil (Chennaoui et al., 2017).

Au-dela de ces résultats concernant les tissus cérébraux, 'augmentation d’IGF-1 a également
été retrouvée au niveau du muscle squelettique (Gastrocnemius) des animaux aprés deux
semaines d’extension de sommeil (Chennaoui et al., 2017). Or, IGF-1 joue un role
particulierement important dans le processus de réparation d’une blessure musculaire (voir

partie 2.2.3. Le processus de réparation musculaire).

Lors de ce travail de thése, nous nous sommes en partie intéressés aux effets que pourrait

avoir I’extension de sommeil sur la récupération d’une blessure musculaire.
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Partie Il — Le muscle strié squelettique

2.1. Composition et structure

Les muscles participent a diverses fonctions essentielles a la vie chez les métazoaires comme
la digestion ou la respiration. lls participent également a leur adaptation a différentes
contraintes environnementales, en permettant le mouvement (par mobilisation osseuse) ou
en contribuant a sa thermorégulation (production de chaleur lors de leur contraction). Les
caractéristiques fonctionnelles et anatomiques des différents muscles ont permis de les
diviser en trois grandes catégories : les muscles lisses, le muscle strié cardiaque et les muscles
striés squelettiques. Lors de ce travail de thése, nous allons étudier spécifiquement cette

derniere catégorie.

2.1.1. Anatomie et fonction du muscle strié squelettique

Les muscles striés squelettiques se fixent par I'intermédiaire des tendons au squelette et
permettent le mouvement de celui-ci. Le nom de « muscle strié » vient des premieres
observations au microscope optique de ce tissu en coupe longitudinale, qui ont décrit des
striations transversales et longitudinales. A I’échelle moléculaire, cela correspond a des
répétitions de myofilaments d’actine et de myosine appelées sarcomeres, qui sont les unités
fonctionnelles responsables de la contraction musculaire et qui composent les myofibrilles
(Figure 22). Le mécanisme de contraction musculaire, identifié par Huxley en 1957, est basé

sur le glissement de ces filaments d’actine entre les filaments de myosine (Huxley, 1957).

Les cellules du muscle strié squelettique, également appelées fibres musculaires, peuvent
mesurer de quelques millimétres jusqu’a 1 métre de long (Frontera & Ochala, 2015). Elles sont
composées de cellules plurinucléées tres allongées dont les noyaux se situent en périphérie,
sous la membrane plasmique. Au niveau de son organisation tridimensionnelle, le tissu
musculaire est compartimenté par différentes couches de matrice extracellulaire:
I’endomysium qui entoure chaque fibre musculaire, le périmysium qui regroupe plusieurs

fibres en faisceaux et I’épimysium enveloppant I’'ensemble du muscle (Figure 20).
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Figure 20 : Structure du muscle strié squelettique. A Structure d’un sarcomére et mécanisme de glissement des
filaments d’actine (rouge) sur les filaments de myosine (rouge). B Image de myofibrilles par microscopie
électronique a transmission (barre d’échelle : 1nm). C Fibres musculaires au microscope a contracte de phase
(barre d’échelle : 50 um), D coloration histologique d’un faisceau de fibres musculaires (barre d’échelle : 100
pum). E coupe transversale d’une portion de muscle (barre d’échelle : 0,5 mm). (Gotti et al., 2020)

La fonction de ce tissu étant de produire du mouvement ou de générer de la force (en cas de
contraction-isométrique), cela nécessite une grande consommation d’énergie, qui est fournie
par une vascularisation organisée en réseau anastomotique permettant un transport adéquat
en nutriments et oxygene. La contraction des muscles striés squelettiques est volontaire, par
une innervation des motoneurones a dont le corps cellulaire se situe au niveau de la corne
antérieure de la moelle épiniére. Au niveau fonctionnel, une unité motrice correspond a
I’ensemble formé par un motoneurone et les fibres musculaires qu’il innerve dont le nombre
peut aller jusqu’au plusieurs centaines (150 fibres en moyenne). L'intensité de la contraction
d’un muscle dépend du nombre d’unités motrices qui ont été activées ainsi que de la taille des
unités motrices (Lieber, 2002). De plus, la vitesse de la contraction des unités motrices dépend

du type de fibres musculaires qui la compose.
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2.1.2. Les types de fibres musculaires

L'analyse des propriétés contractiles et métaboliques des fibres musculaires a permis d’établir
I'existence de différents types de fibres qui expriment des chaines lourdes de myosine
spécifique (Stein & Padykula, 1962; Yellin & Guth, 1970). Nous pouvons distinguer les fibres
oxydatives lentes (Type 1), les fibres oxydatives rapides (Type IIA) et les fibres glycolytiques
rapides (Type IIB et IIX chez le rat; Kucera & Dorovini-Zis, 1979) dont les caractéristiques

principales sont détaillées dans la table 1.

Type IIX Type IIB
Typel Type TTA (Human) (Mouse, Rat)
Anatomical color Red Red White White
Contractile speed Slow-twitch Fast-twitch Fast-twitch Fast-twitch
Myosin heavy chain isoform Type 1 Type lla Type IIx Type IIb
Metabolic Oxidative Oxidative Glycolytic Glycolytic
Myofibrillar ATPase activity Low High High High
Mitochondrial density High High Medium Low
Fatigue Resistant Resistant Fast Fast

Table 1: Caractéristiques morphologiques, métaboliques et fonctionnelles des différents types de fibres

musculaires. (Mori, 2021)

Il existe une forte variabilité interindividuelle dans la proportion des types de fibres au sein
d’un muscle donné. Initialement déterminée par des facteurs génétiques (Fuku et al., 2019),
I’entrainement peut modifier cette proportion (Wilson et al., 2012). Il existe également des
fibres hybrides, pouvant exprimer simultanément deux ou trois types de chaines lourdes de
myosine (I, IIA et 1IB). Ces types de fibre peuvent servir de transition avant leur changement
de typage ou peuvent permettre d’obtenir un profil contractile mixte (Medler, 2019). Le
muscle strié squelettique est un tissu qui possede une forte plasticité, pouvant moduler son
type de fibre, mais également leur taille selon la demande fonctionnelle ou I'état global

(physiologique ou pathologique) de I'individu.

La force générée par les fibres musculaires dépend ainsi de leur type, mais également de leur
taille (Krivickas et al., 2011; Miller et al., 1993) qui peut étre augmentée par un processus
appelé hypertrophie, ou alors diminué par un processus appeler atrophie. L’hypertrophie chez
I'adulte est un phénomeéne observé apres un entrainement physique régulier comme lors de
la pratique de la musculation (Andersen & Aagaard, 2010; Schiaffino et al., 2013). Pour induire

de I'hypertrophie, la synthése protéique musculaire doit étre supérieure a la dégradation



protéique musculaire. Quand l'inverse se produit, la taille des fibres musculaires diminue et
nous parlons alors d’atrophie musculaire, qui est par exemple observée en cas d’inactivité
prolongée (Machida & Booth, 2004b). Deux voies de signalisation majeures sont impliquées
pour moduler la synthése protéique : la voie IGF-1 — PI3K — Akt — mTOR, qui stimule la synthese
protéique (Risson et al., 2009; Schiaffino & Mammucari, 2011) et la voie Myostatine —
Smad2/3 quil'inhibe (Lee, 2004; Taylor et al., 2001). La dégradation protéique, principalement
contrélée par le dimére Atrogin-1/MuRF-1 est inhibée par mTOR et stimulée par les cytokines
pro-inflammatoires (IL-6 et TNF-a) et le manque d’activité (Figure 21). D’autres facteurs
participent a la régulation directe ou indirecte de mTOR et jouent un réle dans la croissance

des fibres musculaires, comme les androgénes (voir Figure 21 ; White et al., 2013).
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Figure 21 : Voies de signalisation impliquées dans la synthése des protéines au niveau musculaire. L'ensemble
de ces voies de signalisation convergent vers la modulation de I’activité de mTOR qui contréle la synthése des
protéines. IGF-1, I'insuline ou I'exercice stimulent I'activité de mTOR en activant la voie PI3K-Akt. Le TNF-a, I'IL-6
ou l'inactivité inhibe la croissance musculaire en activant le complexe Smad2/3/Smad4. La follistatine induit la
croissance musculaire en inhibant I'action de la myostatine et de I'activine A. (Donalson et al., 2012)
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2.1.3. Les autres composants du muscle strié squelettique

Les fibres musculaires sont ancrées dans un tissu de soutien composé de différents molécules
et types cellulaires qui sont indispensables a la fonction musculaire. La matrice extracellulaire
(MEC) qui est directement au contact des fibres musculaires est composée d’un mélange
complexe constitué de collagene, de glycoprotéines, de protéoglycanes et d’élastine (Halper,
2021; Takala & Virtanen, 2000). Cette MEC est en interaction permanente avec les fibroblastes
(principaux sécréteurs des composants de la MEC) et les cellules immunitaires locales. La MEC
régule la circulation de I'ensemble des facteurs qui interagissent avec les fibres musculaires
(comme les facteurs de croissance, les facteurs pro et anti-inflammatoires ...) et joue ainsi un
réle sur le développement musculaire et la réparation musculaire, mais aussi sur la

transmission de la force de contraction des fibres musculaires (Csapo et al., 2020).

Ancrés dans les différentes couches de tissu conjonctif formées par la MEC, nous observons la
présence de nerfs, qui innervent les fibres musculaires et induisent la contraction des fibres,
ainsi que des vaisseaux sanguins qui alimentent les fibres musculaires en oxygéne et en
nutriments. Le nombre de capillaires est associé a la performance musculaire et I’analyse de
la quantité de vaisseaux sanguins est un facteur de |’évaluation de la fonctionnalité musculaire

(Klausen et al., 1981).



2.2. La blessure musculaire et sa réparation

2.2.1. Classification des blessures musculaires

Les blessures musculaires sont fréquentes chez les athlétes et les militaires (Ekstrand et al.,
2011; Keogh & Winwood, 2017). Elles sont un des principaux facteurs d’invalidité dans les
armées et d’arrét de I'entrainement chez les athletes (Ressort et al., 2013; Teyhen et al.,
2018). Du fait des pratiques sportives (course a pied, football, rugby, athlétisme ...), les
muscles les plus touchés sont majoritairement les muscles des membres inférieurs (Ekstrand
et al., 2011; Volpi et al., 2004). Sur le plan clinique, une blessure est représentée par une perte
de fonctionnalité musculaire, la plupart du temps associée a une douleur importante (Tidball,
2011). Il existe différents types de blessure musculaire définis a partir de leurs localisations
anatomiques ou de critéres fonctionnels spécifiques. La perte de force générée par le muscle
|ésé en fonction de I'aire du muscle, le temps nécessaire pour atteindre la force maximale ou
encore la fatigabilité du muscle sont des évaluations fonctionnelles courantes (Tidball, 2011).
Une autre évaluation possible est basée sur I'analyse anatomopathologique du muscle lésé.
Chez 'Homme, cela est réalisé a I'aide de I'imagerie médicale, principalement par IRM ou

échographie a ultrason.

Une fois ces évaluations effectuées, le recours a un systéme général de classification est
nécessaire pour établir des protocoles de prise en charge adaptés. La premiere classification
a été établie en 1962 (O’Donoghue, 1962) et ne cesse d’évoluer depuis (Ryan, 1969; Stoller,
2007; Takebayashi et al.,, 1995). Aujourd’hui deux systémes de classification sont
particulierement utilisés, le systeme de Munich (Mueller-Wohlfahrt et al., 2013) et le systeme
MLG-R (pour « Mechanism, Location, Grading of severity and number of muscle re-injuries » ;
Valle et al., 2017) qui combinent la localisation anatomique et les données cliniques de la
blessure aux données obtenues par imagerie (échographie, IRM). Un exemple de classification

selon le systeme MLG-R pour les blessures aux ischiojambiers est illustré dans la table 2.



Mechanism of

Locations of injury (L)

Grading of severity (G)

Number of muscle re-

injury (M) injuries (R)
Hamstrings direct injuries
T (direct) P Injury located in the proximal third of the 0 1stepisode
muscle belly 1 1stre-injury
M Injury located in the middle third of the muscle 0-3 2 2nd re-injury, and
belly - so on.
D Injury located in the distal third of the muscle
belly
Hamstrings indirect injuries
I (indirect) plus P Injury located in the proximal third of the muscle
subindex s for belly. The second letter is a subindex p or d to
stretching-type, or describe the injury relation with the proximal or 1st episode
subindex p for distal MTJ respectively. 0-3 1 st re-injury
et |

sprinting-type.

M Injury located in the middle third of the muscle

0
1
2 2nd re-injury, and
belly, plus the corresponding subindex. S0 ON.
D Injury located in the distal third of the muscle

belly, plus the corresponding subindex.

Negative MRI injuries (location is pain related)

N plus subindex s for | N p Proximal third injury 0 1stepisode
indirect injuries N m Middle third injury 1 1stre-injury
stretching-type, or N d Distal third injury 0-3 2 2nd re-injury, and
subindex p for SO 0.
sprinting-type.

Grading of injury severity
0 When codifying indirect injuries with clinical suspicion but negative MRI, a Grade 0 injury is codified. In

these cases the second letter describes the pain locations in the muscle belly.

1 Hyperintense muscle fibres oedema without intramuscular haemorrhage or architectural distortion (fibre

architecture and pennation angle preserved). Oedema pattern: interstitial hyperintensity with feathery

distribution on FSPD or T2 FSE+ STIR images.

Hyperintense muscle fibres and or peritendon oedema with minor muscle fibers architectural distortion

(fibre blurring and/or pennation angle distortion) +/- minor intermuscular haemorrhage, but no quantifiable

gap between fibres. Oedema pattern, same as for grade 1.

3 Any quantifiable gap between fibres in craniocaudal or axial planes. Hyperintense focal defect with partial
retraction of muscle fibers +/- intermuscular haemorrhage. The gap between fibers at the injury’s maximal
area in an axial plane of the affected muscle belly should be documented. The exact %CSA should be
documented as a subindex to the grade.

3]

r When codifying an intra-tendon injury or an injury affecting the MTJ or intramuscular tendon showing
disruption/retraction or loss of tension exist (gap), a superscript (r) should be added to the grade.

Table 2: Résumé de la méthode MLG-R pour la classification des blessures musculaires. Lors d’études
précliniques réalisées chez I'animal, I’exploration de la blessure peut étre réalisée de maniére plus directe, par
des analyses histologiques aprés prélevement du muscle lésé. Cela permet d’évaluer aux temps tres précoces
I’étendue des lésions au sein du tissu. A des temps plus tardifs, cela pourra étre investigué indirectement en
quantifiant la surface du tissu qui est en cours de réparation a la suite de cette Iésion. (Valle et al., 2017)

2.2.2. Prise en charge de la douleur musculaire post lésionnelle

La douleur est un élément majeur associé aux blessures musculaires et nécessite le plus
souvent une prise en charge thérapeutique (Baoge et al., 2012). Si 'utilisation d’analgésique
est souvent préconisée et pratiquée, les anti-inflammatoires non stéroidiens sont fortement
déconseillés lors des premiers jours post-blessure, puisqu’ils sont décrits comme délétéres
pour la phase précoce pro-inflammatoire de la réparation musculaire (Lundberg & Howatson,

2018). Une bonne gestion de la douleur est indispensable a la prise en charge d’une blessure
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musculaire puisqu’au-dela de I'aspect psycologique, elle permet une remobilisation précoce
du membre Iésé qui semble étre bénéfique pour retrouver une fonctionnalité musculaire

optimale (Jarvinen & Lehto, 1993; Jarvinen et al., 2007; Kannus, 2000).

2.2.3. Le processus de réparation musculaire

Le muscle est un tissu qui présente une forte capacité de réparation, méme aprés une nécrose
de plus de 90% de ses fibres musculaires, il est capable de se régénérer et de retrouver sa
fonctionnalité d’origine (Schiaffino & Partridge, 2008). Cependant cette capacité de
réparation dépend du type de blessure, les |ésions qui altéerent le tissu de soutient comme le
modéle de blessure par écrasement ou les blessures associées a une perte de substance
musculaire réparent moins bien que les Iésions qui ciblent les fibres musculaires (Akimau et
al., 2005; Sicari et al., 2012). Cette capacité de réparation dépend principalement des cellules
souches adultes de ce tissu, les cellules satellites qui sont a I'état de quiescente dans le muscle
sain (Mauro, 1961). A la suite d’une blessure musculaire, ces cellules vont s’activer et devenir
des progéniteurs myogéniques qui vont ensuite proliférer et se différencier en myocytes avant
de fusionner pour donner de nouvelles fibres musculaires fonctionnelles (Seale et al., 2001;
Yin et al., 2013). L'ensemble de ces étapes forme ce que nous appelons la myogenése (Figure
22A). L'expression de différents facteurs de transcription, comme Pax7 et MyoD, va réguler
de facon intrinséque cette myogenése (Figure 22B). Cependant, le processus de réparation
est plus complexe, impliquant de nombreux types cellulaires et molécules issues du micro-
environnement local, mais également en intégrant des molécules de signalisation d’origine
systémique. Les différentes phases de cette réparation musculaire nécessitent une fine
coordination spatio-temporelle et une perturbation de cette synchronisation peut étre plus

ou moins délétere selon le mécanisme impliqué (Mann et al., 2011).
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Figure 22 : Processus de formation de nouvelles fibres musculaires. a lllustration schématique des différentes
étapes de la formation de nouvelles fibres musculaires par les cellules souches musculaires. Elles sont activées
(par exemple a la suite d’une blessure), proliferent, se différencient et fusionnent pour former des myotubes qui
vont maturer pour devenir des fibres musculaires fonctionnelles. b Profil d’expression des principaux
modulateurs de la progression des étapes de la formation des fibres musculaires. (Schmidt et al., 2019)

Le processus de réparation musculaire qui se met en place en réponse a une lésion musculaire
peut étre séparé en quatre grandes étapes (Figure 23) qui se chevauchent (Chazaud, 2020;
Tidball, 2011). Une premiere phase dite pro-inflammatoire fait suite a la nécrose des fibres
musculaires induite par la blessure (mécanique ou pharmacologique). Cela va libérer de
nombreux débris cellulaires contenus habituellement dans le cytoplasme des cellules dont des
DAMPS, aussi appelées alarmines, comme HMGB1 (pour « high-mobility group box 1;
Palumbo et al., 2007). Ces débris vont stimuler la production de chimiokines par les cellules
immunitaires résidentes (principalement des macrophages) qui vont ainsi attirer des
neutrophiles et des monocytes circulants (Chazaud et al., 2009; Tidball & Villalta, 2010). Ces
derniers vont se différencier en macrophages pro-inflammatoires aprés s’étre infiltrés dans le
tissu lésé. L'ensemble de ces réactions va modifier le micro-environnement des cellules
satellites qui vont s’activer et la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires par les cellules
immunitaires comme le TNF-a va stimuler la prolifération des progéniteurs myogéniques

(Arnold et al., 2007a; Costamagna et al., 2015).

La seconde phase est caractérisée par un environnement anti-inflammatoire qui fait suite a
un processus actif de résolution de l'inflammation induit par des molécules comme les

médiateurs lipidiques pro-résolvant comme les résolvines, qui sont sécrétées par les cellules
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immunitaires (Giannakis et al.,, 2019; Serhan & Chiang, 2008). Les macrophages, en
phagocytant les débris cellulaires et les cellules apoptotiques (aussi appelé efferocytose), vont
changer de phénotype entrainant une diminution de la production des facteurs pro-
inflammatoires associée a une augmentation de la production de facteurs anti-inflammatoires
et de facteurs de croissance (Arnold et al., 2007a; Barnig et al., 2022). Ces molécules vont
induire la troisieme étape dite de réparation en stimulant la différenciation des progéniteurs
myogéniques qui vont fusionner pour former de nouvelles fibres musculaires (Wosczyna &
Rando, 2018). La derniere étape correspond a la croissance et maturation de ces nouvelles

fibres musculaires permettant le rétablissement de I’homéostasie tissulaire.

Au cours de la réparation musculaire et de maniére coordonnée a la myogenése,
I’'angiogenese correspond a la prolifération et la différenciation des cellules endothéliales qui
va permettre la formation de nouveaux vaisseaux sanguins afin de revasculariser le muscle
(Latroche et al., 2017). Une matrice extracellulaire transitoire va également étre secrétée en
guantité importante par les fibroblastes, puis elle sera ensuite remodelée pour aboutir a la

formation d’'une nouvelle matrice extracellulaire fonctionnelle (Plikus et al., 2021; Yun et al.,
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Figure 23 : Schéma des 4 étapes de la réparation musculaire. La phase pro-inflammatoire, caractérisée par une
infiltration de neutrophile et monocytes Ly6C+ suivie par I'étape de résolution de I'inflammation puis par I'étape
de réparation associée a la mise en place des nouvelles fibres musculaires. Ces nouvelles fibres vont maturer et
I’'hnoméostasie du tissu va étre retrouvée. (Patsalos et al., 2021)
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2.2.4. Le modele de blessure musculaire par injection de cardiotoxine

Afin d’étudier en détail les mécanismes de la réparation musculaire, il est nécessaire de
disposer de modeles de blessure chez I'animal qui permettent de reproduire les différentes
étapes du processus de réparation musculaire et qui soient hautement reproductibles. Un des
modeles de blessure les plus utilisés chez le rongeur est l'injection intramusculaire de
myotoxine comme la notexine ou la cardiotoxine (Figure 24 ; Garry et al., 2016; Guardiola et
al., 2017). Ces toxines vont induire une nécrose massive des fibres musculaires et vont
engendrer I'activation du processus de réparation musculaire, sans traumatisme mécanique
(Guardiola et al., 2017). La cinétique de réparation ainsi que les mécanismes moléculaires
associés a ces modeles de blessure sont bien décrits dans la littérature et leur utilisation
permet donc d’évaluer avec précision les effets de différentes conditions sur le processus de

réparation musculaire (Garry et al., 2016).
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Figure 24 : Coupes histologiques de muscle (Tibialis Anterior) coloré a I’hématoxyline et I’éosine représentant
la cinétique de la réparation musculaire induit par injection de cardiotoxine chez la souris. (Hardy et al., 2016)
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2.3. Role du sommeil et de [I'horloge

circadienne sur le tissu musculaire

Comme la plupart des processus physiologiques de notre corps, le tissu musculaire est sous
I'influence de rythmes circadiens. Ces rythmes quotidiens sont régulés par un systéeme
circadien intrinseque et ne sont pas seulement des réponses aigués aux signaux de
I’environnement. L’alternance des cycles veille-sommeil et la durée/qualité du sommeil,
exercent également un réle important sur le tissu musculaire, et ses effets sont pour la plupart
interconnectés avec les effets des rythmes circadiens. De fait, il est parfois difficile de

différencier les effets propres des rythmes circadiens et du sommeil.
2.3.1. Activité musculaire et horloge circadienne

L'activité locomotrice initiée par les muscles squelettiques joue un réle important dans la
synchronisation de notre horloge biologique et participe a la régulation circadienne de
I’ensemble de nos rythmes (Dibner et al., 2009; Schibler & Sassone-Corsi, 2002). Des études
ont également montré que I'horloge périphérique du muscle joue un réle majeur au niveau
local et participe a la régulation métabolique et fonctionnelle du muscle (Andrews et al., 2010;
Chatterjee et al.,, 2013, 2015; Woldt et al.,, 2013). L’activité métabolique du muscle
squelettique présente un rythme circadien et il semblerait que cela permette de préparer les
transitions entre les périodes d’activités et les périodes de repos (Dyar et al., 2014). De plus,
la force exercée par les muscles squelettiques est également sujette a des variations
circadiennes avec les valeurs les plus élevées en fin de journée (16:00 — 20:00 heures ; Douglas
et al., 2021). Un des éléments clé de I'horloge moléculaire, BMAL1 (voir partie 1.4 - La
régulation du sommeil) est fortement exprimé au niveau musculaire et participe a la
régulation de la transcription de nombreux genes cibles (Chatterjee & Ma, 2016). La
suppression de l'expression de BMAL1 induit une altération du métabolisme glucidique
(Harfmann et al., 2016) et une atrophie des fibres musculaires (Kondratov et al., 2006;
McDearmon et al., 2006). BMAL1 participe également aux processus de réparation musculaire
(Chatterjee et al., 2015) et des travaux montrent que la qualité de la réparation musculaire

dépend de I’heure de la blessure musculaire (Katoku-kikyo et al., 2021; Zhu et al., 2022).



2.3.2. Effet du manque de sommeil sur le tissu musculaire

Le sommeil joue également un réle important sur la fonction musculaire, sur I'occurrence des
blessures musculaires et sur leur réparation. Une étude menée sur 4 mois chez des
footballeurs professionnels a montré que la survenue des blessures musculaires était associée
a une baisse de la qualité du sommeil la semaine qui précédait la blessure (Nédélec et al.,
2019). Une autre étude, menée sur 7576 militaires américains, a montré que la durée de
sommeil était associée a I'occurrence de blessures musculaires (Grier et al., 2020). Malgré
tout, la plupart des études réalisées sur le lien entre le manque de sommeil et I'occurrence
des lésions musculaires sont des études rétrospectives et les mécanismes sous-jacents ne sont
pas bien identifiés (Gouttebarge et al., 2016; Milewski et al., 2014). Il semblerait que
I'augmentation du risque de blessure a la suite du manque de sommeil provienne d’'une
combinaison de la dégradation des performances cognitives et des performances physiques

(Chennaoui et al., 2021).

Une question encore peu explorée est I'impact que peut avoir le manque de sommeil sur le
muscle sain et les processus de la réparation musculaire. Une étude a mis en évidence le
développement d’une atrophie musculaire des fibres glycolytiques (IIA et 1IB) avec la
diminution de Ila taille des fibres musculaires associée a une augmentation des taux
plasmatiques de corticostérone, et une diminution des taux plasmatiques de testostérone en
réponse a 96 heures de privation de sommeil paradoxal (Monico-neto et al., 2015). La méme
équipe a également montré que 96 heures de privation de sommeil paradoxal induisaient une
diminution des taux musculaire d’IGF-1 et semblerait augmenter la durée de la réparation
musculaire a la suite d’une blessure musculaire (Moénico-Neto et al., 2017). Une autre étude
publiée en 2013 a montré que la privation de sommeil diminue fortement la quantité des
facteurs de transcription de I’activation (MyoD) et de la différenciation (Myogénine) des
progéniteurs musculaires de la réparation musculaire et entraine des déficits de la fonction
contractile a la suite d’une blessure myotoxique (Schwarz et al., 2013). De nombreuses études
ont parallelement montré que le manque de sommeil (privation aigué&, mais aussi restriction
chronique) induit une augmentation des cytokines pro-inflammatoires, IL-6, IL-1B et TNF-a
(Chennaoui et al., 2011; Haack et al., 2007; Tobaldini et al., 2019; Venancio & Suchecki, 2015)
qui pourrait jouer un role délétere lors de la réparation musculaire. En effet, la mise en place

d’une inflammation chronique est associée au niveau musculaire, a I’'accumulation d’éléments



de la MEC (notamment le collagéne) qui conduit a une fibrose et réduit la capacité de
réparation des cellules souches musculaires (Figure 25; Mann et al.,, 2011). Une étude a
également montré, a la suite d’un exercice intensif, que la privation de sommeil réduisait la
synthése protéique, ce qui diminue la capacité de réparer les dommages musculaires induits

par I'exercice (Yang et al., 2019).

|Privatioanestriction de sommeil|
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Figure 25 : Mécanismes potentiels du manque de sommeil sur le muscle. Le manque de sommeil induit une
diminution des hormones anaboliques comme IGF-1 et la testostérone et augmente les niveaux de cytokines
pro-inflammatoires comme IL-1 et TNF-a ainsi que les taux d’hormones cataboliques comme le cortisol. Cela
entraine au niveau musculaire, une réduction de la synthése protéique, une augmentation de I'inflammation et
de la dégradation protéique qui engendrent une atrophie musculaire. Ces mécanismes pourraient également
altérer la réparation musculaire qui a lieu aprés la survenue d’une blessure musculaire (traduit et adapté de
Dattilo et al., 2011).

2.3.3. Effets potentiels de I'extension de sommeil sur le tissu

musculaire

A I'inverse du manque de sommeil qui semble procatabolique, 'augmentation de la durée de
sommeil ou « extension » de sommeil induit une augmentation des taux plasmatiques et
musculaires d’IGF-1 (voir Partie 1.7. L’extension de sommeil). Une supplémentation en IGF-1
au niveau musculaire permet de stimuler la croissance musculaire (Ascenzi et al., 2019;
Machida & Booth, 2004a) et semble étre bénéfique au processus de réparation musculaire

(Senesi et al., 2013; Song et al., 2013). IGF-1 est impliqué dans I'activation, la prolifération et



la différenciation des cellules souches musculaires (Mourkioti & Rosenthal, 2005). Il joue
également un réle clé dans la résolution de I'inflammation et la transition des macrophages
pro-inflammatoires vers un profil anti-inflammatoire qui est primordial pour une réparation
musculaire efficiente (Tonkin et al., 2015). Ainsi, contrairement au manque de sommeil,
I’extension de sommeil induit une augmentation des hormones anaboliques et pourrait
permettre une diminution des cytokines pro-inflammatoires et des hormones cataboliques.
On peut faire I'hypothése que ces effets seraient favorables au maintien de la masse

musculaire, et aux mécanismes associés a la réparation musculaire (Figure 26).
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Figure 26 : Effets potentiels de I'extension de sommeil et de ses conséquences sur le muscle. A I'inverse du
manque de sommeil (A), I'extension de sommeil (B) induirait une augmentation des taux d’hormones
anabolisantes et semblerait avoir un effet positif sur la régulation de I'inflammation chronique et des hormones
cataboliques. La mise en place de cet environnement anabolique pourrait étre bénéfique au maintien de la masse
musculaire et/ou aux processus de réparation musculaire qui se mettent en place a la suite d’'une lésion.
(partie A traduite et adaptée de Dattilo et al., 2011, partie B hypothéses a partir de Chennaoui et al., 2021).
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OBJECTIFS ET PROBLEMATIQUES

Etude n°1:

Sommeil et blessure

Il existe trés peu de données décrivant les effets d’une blessure musculaire sur le sommeil,
qui survienne pourtant fréquemment dans la population générale et notamment chez les
sportifs. Dans cette étude, nous avons d’étudié, chez I’'animal, I'impact d’une lésion musculaire
sur l'architecture et les mécanismes de régulation du sommeil. Ces connaissances peuvent
permettre d’établir des recommandations adaptées sur la gestion du sommeil aprés une
blessure musculaire. Mais également, de comprendre davantage les interactions systémiques
fondamentales impliquant des molécules participant au processus de réparation d’une

blessure et a la régulation du sommeil.

L’objectif principal de cette premiére étude était de caractériser les changements de la

macro et de la microstructure du sommeil de I'animal en réponse a une blessure musculaire.

L'objectif secondaire était d’identifier les mécanismes de la régulation du sommeil
impliqués dans les potentielles variations de la structure du sommeil en réponse a la

blessure musculaire.
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Etude n°2 :

Validation d’une nouvelle méthode non invasive pour
analyser le sommeil chez le rat

La méthode de référence pour I'étude du sommeil est basée sur I'enregistrement de I'EEG
couplé a I'enregistrement de 'EMG. Cela nécessite de réaliser une chirurgie afin d’'implanter
des électrodes au niveau cérébral et au niveau musculaire. La réalisation de I’acte chirurgical,
ainsi que la présence de corps étranger (électrodes/implant) de maniére chronique, peuvent
provoquer une réponse immunitaire et générer une inflammation chronique. L'étude
détaillée des processus associés a la réparation musculaire peut étre perturbée par cette
inflammation chronique. Ainsi, afin d’avoir la possibilité d’évaluer le temps de sommeil des
animaux tout en étudiant les mécanismes associés a la réparation musculaire de maniere
optimale, il est nécessaire d’utiliser une méthode non invasive qui permet d’analyser le temps

de sommeil des animaux.

L’objectif de cette étude consistait a évaluer la performance d’un systéme piézoélectrique

afin d’étudier la structure du sommeil chez le rat.



Etude n°3 :

Intérét de I'allongement de la photopériode pour la
récupération d’une blessure musculaire

L'optimisation de la récupération d’une blessure est un enjeu majeur tout d’abord pour
favoriser la guérison, mais également pour minimiser le temps d’incapacité induit par la Iésion
et permettre une reprise rapide de I'entrainement ou des opérations militaires. De récents
travaux ont montré que I'extension de sommeil diminue la sensibilité a la douleur et pourrait
étre bénéfique a la récupération d’une blessure musculaire (Simonelli et al., 2019 ; revue
Chennaoui et al., 2021). Notre étude précédente (Etude n°1) a montré une augmentation du
temps de sommeil en réponse a une blessure musculaire induite par injection d’une
myotoxine chez le rat. Nous avons étudié la possibilité de potentialiser cette réponse
adaptative du sommeil a la blessure par de I’extension de sommeil induit par un allongement
de la photopériode. Ensuite, nous avons évalué les potentiels bénéfices de cette

potentialisation sur la récupération de la blessure musculaire.

Le premier objectif de cette étude était d’évaluer la possibilité de réaliser de I’extension de
sommeil sur des animaux apreés réalisation d’'une blessure musculaire par injection de

myotoxine.

Le deuxieme objectif était d’évaluer les effets de I’allongement de la photopériode sur la

sensibilité a la douleur pour les animaux blessés.

Le troisieme objectif de cette étude était d’évaluer les effets de I'allongement de la

photopériode sur des parameétres biologiques et histologiques de la réparation musculaire.



« Le sommeil est le seul don gratuit
qu’accordent les dieux »

Plutarque (46 — 125)



ETUDE N°1

Sommeil et blessure
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Résumé

Le sommeil est un état physiologique primordial pour la santé et le bien-étre des mammiferes
(Simon & Walker, 2018; Grandou et al., 2019; Kecklund & Axelsson, 2016). Cependant, s’il est
communément admis aujourd’hui qu’un sommeil de qualité est nécessaire pour la
récupération d’une blessure musculaire, ou encore qu’une blessure pourrait étre un facteur
dégradant la qualité de sommeil, les interactions entre le sommeil et la blessure musculaire

sont tres peu décrites dans la littérature.

L'objectif de cette premiére étude était de caractériser, chez le rat, les modifications des
parameétres du sommeil en réponse a une blessure musculaire induite par injection d’une
myotoxine. Pour se faire, |'électroencéphalogramme (EEG) et I'électromyogramme (EMG) de
24 rats Wistar ont été enregistrés avant (de J-3) et aprés (jusqu’a J+8) réalisation d’une lésion
musculaire par injection de cardiotoxine dans le muscle Tibialis Anterior [n=8 par groupe,
controle (CTL), contréle + buprénorphine (CTL+Bup) et blessure (BLS)]. A partir de ces
enregistrements EEG/EMG, nous avons analysé des parameétres du sommeil : le temps total
de sommeil (TTS), le temps passé par stade de sommeil ainsi que la puissance et la fréquence
de chaque bande de fréquence (delta, théta, alpha, béta) au cours du sommeil. Outre ces
parametres, nous nous sommes intéressés a la stabilité du sommeil en étudiant notamment
les quantités d’épisodes de sommeil/éveil en fonction de leur durée, et nous avons également
analysé les parameétres des spindles (densité, durée, amplitude, fréquence), qui sont en lien
avec la stabilité du sommeil (Fernandez & Liithi, 2020). L'ensemble de ces analyses a été mené
par périodes de 24h ainsi qu’en isolant les périodes lumineuses (périodes préférentielles de

sommeil chez le rat) et les périodes d’obscurité (périodes préférentielles d’activité chez le rat).

Nos résultats mettent en évidence une augmentation du temps de sommeil lent 48 et 72h
apres l'induction de la blessure. Cette augmentation se produit spécifiquement durant la
période d’obscurité et est associée a une plus grande stabilité du sommeil durant les 24
premiéres heures post-blessure. Les caractéristiques spectrales du sommeil lent/paradoxal
ainsi que les paramétres des spindles ne sont pas significativement modifiés dans la condition

BLS.

Afin d’identifier les mécanismes biologiques impliqués dans cette augmentation du temps

de sommeil lent, nous avons réalisé des prélevements sanguins et tissulaires 48h apres



I'induction de la blessure musculaire sur d’autres animaux cette fois-ci non implantés en
EEG/EMG (n=16). Des molécules impliquées a la fois dans la régulation du sommeil et la
réparation musculaire (notamment : TNF-a, IL-1B, IGF-1, BMAL1) ont été dosées dans le
plasma, le cortex frontal, I'hippocampe et les muscles Tibialis Anterior. Ces résultats ont
permis de mettre en évidence deux pistes mécanistiques qui peuvent étre impliquées dans
I’'augmentation du temps de sommeil lent observée en réponse a la blessure : la diminution

du contenu en d’IGF-1 au niveau cérébral et la diminution de BMAL1 au niveau musculaire.



3.1. Matériel et Méthodes

1 - Protocole expérimental et induction de la blessure

Cette étude a été réalisée sur 40 rats Wistar males (provenant du laboratoire de Charles
Rivers, France) agés de 4 semaines et pesant entre 200 et 220 grammes a leur arrivée. Apres
une semaine d’acclimatation, les animaux ont été placés a 4 par cage (612 x 435 x 216 mm)
avec 12 heures de lumiére et 12 heures d’obscurité (allumée a 08:00 et éteinte a 20:00) avec
une température (21°C+2°C) et une ventilation (ACH 70) contrélée. La nourriture et I'eau
étaient disponibles a volonté. Les animaux ont été séparés en deux groupes principaux, un
groupe d’animaux implantés en EEG/EMG pour I'analyse des paramétres sommeil (n=24) et

un groupe d’animaux non implantés pour les analyses biologiques (n=16 ; Figure 28).

Groupes « Analyses du sommeil ». Les animaux ont été implantés avec un émetteur
télémétrique pour enregistrer 'EEG/EMG et la température. Apres I'opération les animaux
ont été placés dans des cages individuelles dans des armoires ventilées (BIO-C36, Techniplast,
Buguggiate, Italie) pour une période de récupération de 10 jours. Les animaux ont ensuite été
séparés en trois groupes de 8 animaux : un groupe contréle (CTL), un groupe contréle +
buprénorphine (CTL+Bup) et un groupe blessure (BLS). Les enregistrements télémétriques ont
démarré trois jours avant I'induction de la blessure (J-3) pour les groupes CTL et BLS et un jour
avant (J-1) pour le groupe CTL+Bup. A JO, & 08:00, les animaux de chaque groupe ont été
anesthésiés pendant 10 minutes avec du vetflurane (1-2%). Les animaux BLS ont recu une
injection de 400puL (a 10 uM, réalisée en deux points d’injections de 200uL) de cardiotoxine
dans le muscle Tibialis Anterior droit, sans ouverture de la peau et une unique injection sous-
cutanée de buprénorphine (0,05mg/kg) pour I'analgésie. Les animaux CTL+Bup ont recu la
méme injection de buprénorphine (0,05mg/kg). Les animaux du groupe CTL n’ont regu aucune
injection (Bigard et al., 1997). Les animaux CTL et BLS ont été euthanasiés 14 jours apres

I'induction de la blessure et nous avons collecté les muscles Tibialis Anterior droit et gauche.

Groupes « Analyses biologiques ». Les animaux ont été séparés en deux groupes d’animaux,
un groupe CTL (n=8) et un groupe BLS (n=8) et ont respectivement suivi la méme procédure
de blessure que les animaux CTL et BLS des groupes « animaux implantés », mais n’ont pas
été implantés avec un émetteur de télémétrie. Les animaux ont été euthanasiés deux jours

apres l'induction de la blessure et nous avons collecté un volume sanguin, les Tibialis Anterior



droit et gauche, le cortex frontal et I'hippocampe. L'étude a été approuvée par le comité

d’éthique institutionnel de I'IRBA (DAP_11-2019).

Groupes "Analyses du sommeil"
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Figure 28 : Schéma du protocole expérimental. Les animaux des groupes « Analyses du sommeil » ont été
implantés avec un émetteur de télémétrie. Les enregistrements télémétriques (EEG/EMG/Température) et vidéo
(parametres locomoteurs) sont réalisés en continu a partir de J-3 jusqu’au jour de l'euthanasie (J+14; a
I’exception du groupe CTL+Bup qui est enregistré de J-1 a J+3). Les animaux des groupes « Analyses biologiques »
ne sont pas implantés avec un émetteur de télémétrie. La blessure par injection de cardiotoxine (et I'injection
de buprénorphine pour les groupes concernés) est réalisée a 08:00 (début de la période lumineuse) a JO.

2 - Implantation chirurgicale de I’émetteur de télémétrie

Afin d’enregistrer 'EEG/EMG et la température des animaux, nous avons implanté les
animaux des groupes « Analyses du sommeil » avec un émetteur de télémétrie HD-02X (Data
Sciences International, St Paul, USA). Cet émetteur permet d’enregistrer et de recueillir les
signaux en Wifi et donc de laisser les animaux libres de leur mouvement pendant toute la
durée de I'expérimentation. Les animaux ont recu une prémédication avec une injection sous-

cutanée de buprénorphine (0,05mg/kg), puis 40 min aprés, une injection intrapéritonéale



infra-anesthésique de kétamine (25mg/kg) et de dexmédétomidine (0,04mg/kg). Pendant
I'opération, du vetflurane (1-2%) pouvait étre ajouté en fonction des parameétres
physiologiques de I'animal (fréquence respiratoire, fréquence cardiaque et température) pour
éviter son réveil. Apres désinfection, le crane est incisé (3-4 cm), I’émetteur est glissé sous la
peau de l'animal et placé en position dorsale pour éviter au maximum de géner les
mouvements de I'animal. 400 uL de duplocilline (MSD) sont injectés au niveau du corps de
I’émetteur afin de prévenir les infections. Une électrode bipolaire est placée au niveau des
muscles du cou afin d’enregistrer I'activité musculaire de I'animal. La seconde électrode
bipolaire est positionnée au niveau du cortex somato-moteur (-2 mm A/P, £2 mm latéraux par
rapport au bregma). Les électrodes sont ensuite fixées a 'aide de vis (0-80 x 1/16, Phymep,

France) et scellées dans du ciment dentaire (TempBond, Kerr, USA).
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Figure 29: Représentation schématique de l'implantation télémétrique et des enregistrements EEG.
L’émetteur est implanté en sous-cutané au niveau dorso-latéral de I'animal. Il est relié a une électrode bipolaire
placée en contact avec le cortex somato-sensoriel pour enregistrer I'EEG et une autre électrode bipolaire placée
au niveau des muscles du cou pour enregistrer 'EMG. Les signaux sont transmis par wifi a I'ordinateur
d’enregistrement (la plaque noire sous I’animal sert de relai pour la transmission des signaux a I’ordinateur).

3 - Euthanasie, analyses histologiques et dosages biochimiques

Groupes « Analyses du sommeil ». Les animaux (n=24) ont été sacrifiés par décapitation, avec
une anesthésie préalable faite au vetflurane (2% dans la cage a induction, 5 min). Les muscles
Tibialis Anterior ont été prélevés sur glace, congelés dans I'isopentane (-100°C) et stockés a -
80°C. Des coupes de 8 um ont été réalisées au cryostat (CryoStar, NX70, Epredia). Les
immunomarquages anti-laminine et Dapi ont été réalisés sur ces coupes, avec un blocage
d’une heure avec de 'Emerald (#936B-08 Sigma-Aldrich, E.-U.). Ensuite, les coupes ont été
incubées avec I'anticorps primaire anti-Laminine ([1/200] Rabbit anti-Laminine #ab11575,

Abcam) pendant toute la nuit min a +4°C. Le lendemain, apres des lavages, les coupes ont été
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incubées avec I'anticorps secondaire ([1/500] Donkey anti-rabbit Alexa Fluor 488 #A21206,
ThermoFisher) pendant 1 heure a température ambiante. Les lamelles ont ensuite été
montées avec un milieu contenant du Dapi (#ab104139). Les coupes ont été scannées (10X,
Axioscan Z1, Zeiss, Allemagne) et le pourcentage de la zone blessée a été calculée
manuellement sur FlJl comme étant : la surface totale contenant des noyaux centraux /
surface totale du muscle. Nous avons également réalisé, sur automate, des colorations
Hémalun-Phloxine-Safran (HPS) en plongeant les coupes dans I’'Hémalun (pour 100 mL : 0,2g
Hematein, 5g Alun de potassium, 2 mL acides Acétique, 98 mL d’eau distillée), ensuite dans la
Phloxine (0,5g/100mL) et le Safran (2g/1000mL) avec une déshydratation a I'alcool (70% ;
95% ; 100%).

Groupes « Analyses biologiques ». Les animaux (n=16) ont été sacrifiés par décapitation, sans
anesthésie préalable. Le sang a directement été récupéré et centrifugé a 3000g pendant 10
minutes afin de séparer le plasma et des aliquots ont été réalisés et conservés a -80°C pour
des analyses biochimiques ultérieures. Le cortex frontal et I’"hippocampe ont été prélevés sur
glace et directement plongés dans de I'azote liquide. Les muscles Tibialis Anterior droits
(correspondants aux muscles |ésés) ont été prélevés sur glace puis coupés en deux, une moitié
étant dédiée aux analyses histologiques (congelée dans I'isopentane a -100°C et stockée a -
80°C) et I'autre moitié aux dosages biochimiques (plongée dans I'azote liquide et stockée a -
80°C). Pour les dosages biochimiques, chaque tissu (musculaires et cérébraux) a ensuite été
décongelé et broyé dans un milieu de broyage spécifique (Ph 7,4 ; 25Mm Hepes ; 0,1% CHAPS ;
5Mm MgCl2 ; 0,3uM Aprotinine ; 1IMm Leupetine ; 14uM E64 ; 130uM Bestatine ; 1IMm EDTA ;
2Mm AEBSF). Le contenu total en protéines de chaque surnageant a été évalué selon
I’'absorbance a 795 nm (BioDrop). Les concentrations en TNF-a, IL-1, CXCL1, IL-2 et IL-10 des
tissus et du plasma ont été mesurées en utilisant un ELISA multiplex (Simoa Planar Array Assay
Rat Cytokines Panel 1, SP-X, Quanterix). Les concentrations en IGF-1, TGF-B (libre et total),
VEGF, et BMAL1 ont été quantifiées a I'aide de kits ELISA (IGF-1 : MG100, R&D systems ; TGFB
libre : Legend Max, Biolegend; TGF-B total : Legend Max, BiolLegend; VEGF : ERVEGFA,
Invitrogen ; BMAL1 : MBS1607686, MyBioSource) pour le muscle Tibialis Anterior, le cortex
frontal, I’hippocampe et le plasma (hormis pour BMAL1). Pour la partie histologique, des

cryocoupes de 8 um ont été réalisées au cryostat (CryoStar, NX70, Epredia). Puis nous avons



réalisé des colorations HPS sur automate comme celui décrit pour les animaux « Analyses du

sommeil ».

4 - Analyse des signaux EEG/EMG/Température

Nous avons enregistré les signaux EEG/EMG et la température émis par I'émetteur
télémétrique avec le logiciel NeuroScore 6.0 (Data Sciences International, St Paul, MN, USA).
Les signaux EEG/EMG ont été enregistrés avec une fréquence d’échantillonnage de 500Hz et
la température avec une fréquence d’échantillonnage de 10Hz. Les sighaux EEG ont été filtrés
avec un filtre de type band-pass (0,3-49Hz) et I'état de I'animal (Eveil/Sommeil lent/Sommeil
paradoxal) a été défini par périodes de 10 secondes a partir d’une analyse visuelle, sur le
logiciel Neuroscore. Cette classification a été réalisée pour les 24 animaux implantés, a partir
de trois jours avant la blessure (J-3) jusqu’a 8 jours aprés la blessure (J+8) pour les animaux
CTL et BLS, et de J-1 a J+3 pour les animaux CTL+Bup. Ce qui correspond a une classification
sur un total de 232 jours, et a un nombre total de 2 004 480 périodes de 10 secondes annotées
visuellement pour les 24 animaux. La classification a été faite selon les caractéristiques des
signaux EEG/EMG. L’éveil est défini en EEG/EMG par des fréquences rapides en EEG (8-35 Hz),
variables et trés peu amples, et un signal ample et variable en EMG. A l'inverse, le sommeil
lent est caractérisé par des ondes lentes en EEG (0,5-4Hz), trés amples, la présence de
complexe K et de spindles, et un signal EMG de faible amplitude. Le sommeil paradoxal est
caractérisé par une forte présence d’onde théta (4-8Hz) en EEG et une absence totale de signal

en EMG.
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Figure 30 : Interface du logiciel neuroscore® pour I'annotation visuelle de I’état de vigilance. Annotation
visuelle de I'état de I'animal en fonction du signal EEG (en bleu) et du signal EMG (en noir) et de I'actimétrie (en
gris) par périodes de 10 secondes.



Le temps total de sommeil est calculé pour chaque heure en additionnant le temps passé en
sommeil lent et le temps passé en sommeil paradoxal. De plus, pour chaque heure, la durée
de chaque épisode d’éveil, de sommeil lent ou de sommeil profond, a été calculée et divisée

par le temps passé dans |'état correspondant.

5 - Analyse spectrale et détection automatique des spindles du signal EEG

Pour chaque heure d’enregistrement, nous avons regroupé les périodes associées au sommeil
lent, au sommeil paradoxal et a I’éveil. Puis nous avons appliqué une transformée de Fourrier
(FFT) avec la méthode de Pwelch (avec une fenétre glissante de 2 secondes et 50% de
recouvrement). Pour chacun des trois états (éveil/sommeil lent/sommeil paradoxal), nous
avons réalisé nos analyses pour les 4 bandes de fréquences caractéristiques : delta (0,5-4Hz) ;
théta (4-8Hz) ; alpha (8-12Hz) ; béta (12-35Hz), de plus, pour le sommeil lent nous avons fait
la distinction entre les ondes delta lentes (61 : 0,5 — 2Hz) et les ondes delta plus rapides (62 :
2 —4Hz) et pour I’éveil nous avons distingué I'alpha lent (8 - 10Hz) de I'alpha rapide (10 - 12Hz).
Nous avons également analysé les paramétres de la bande de fréquence gamma (60 — 90Hz)
pendant I'éveil. Pour chaque bande de fréquence, nous avons calculé : la densité de la
puissance spectrale absolue (V2/Hz), la puissance relative (par rapport aux autres bandes de
fréquence), la fréquence moyenne (Hz), la puissance maximale (V?/Hz) et la fréquence
correspondante a la puissance maximale (Hz). Nous avons également réalisé une analyse des
spindles en utilisant la méthode de détection automatique décrite par Uygun et al., 2019 et

présentée dans la figure 31.
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Figure 31 : Méthode de détection automatique des spindles. La premiere étape consiste a filtrer le signal EEG

entre 9 et 16 Hz 0 puis a calculer la moyenne quadratique au cube (RMS3) de ce signal filtré O ct 3 déterminer

la valeur d’un seuil haut 9(3,5*moyenne de la RMS? sur I'ensemble du signal) et d’un seuil bas (1,2*moyenne

de la RMS? sur I'ensemble du signal). Un spindle est détecté chaque fois que le seuil haut est franchi Octie

début du spindle correspond alors au franchissement du seuil bas préalable au franchissement du seuil haut 6.

La fin du spindle correspond au passage sous le seuil bas postérieur au franchissement du seuil haut 0. cette
méthode de détection automatique est issue des travaux de Uygun et al., 2019.
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Nous avons mené ces analyses en écrivant des algorithmes avec le logiciel MatLab®, la figure

32 résume I'ensemble des parametres que nous avons analysés a partir des signaux EEG/EMG.

Analyse heure par heure avec un algorithme écrit sous MatLab

Temps total de sommeil
Temps passé par stades (Wake, NREM, REM)
Analyse spectrale de chaque stade pour chaque bande de fréquence
(Delta (0.5-4 Hz) ; 61 (0,5 — 2Hz) ; 62 (2-4Hz) ; Theta (4-8 Hz) ; Alpha (8-12 Hz) ; Al (8-10 Hz) ; A2 (10-12 Hz) ; Beta (12-35 Hz)
Puissance (brute et relative) ; fréquence (maximale et moyennée)
Exemple : NREM — Theta : - Puissance brute (uvol/ Hz? )
- Puissance relative (Puissance Bande Theta/ (Puissance Delta + Puissance Alpha + Puissance Beta) )
- Fréquence correspondant au maximum de la puissance
- Puissance maximale
- Fréquence moyenne
Analyse des Spindles :
- Détection automatique des spindles
- Nombre de spindles
- Fréquence

- Durée Valeurs par heure (moyennes)

- Amplitude mais également pour chaque spindle

- Variation de I'amplitude
- « Integrated spindle activity »

Figure 32 : Détail de I'’ensemble des paramétres du sommeil et de I’éveil analysés a partir des signaux

EEG/EMG.

6 - Enregistrements et analyses des vidéos

Les animaux des groupes « Analyses du sommeil » ont également été filmés en continu de J-
3 a J+14 par des caméras Axis P1365 Mk Il avec des illuminateurs infrarouges RayTec (VAR2-
IA-1C, RayTec, Ashington, Royaume-Uni) pour les périodes nocturnes. Les vidéos (30 FPS,
1920x1080 px) ont ensuite été découpées heure par heure et analysées avec le logiciel
EthoVision (EthoVision XT 15.0, Noldus, Wageningen, Pays-Bas). Sur chaque image, la
détection automatique de I'animal est effectuée par contraste de pixel. De fait, il a fallu
optimiser la couleur de chaque élément présent sur la vidéo (litiere, grille des cages ...) pour
augmenter le plus possible le contraste entre les animaux (les rats Wistar sont blancs) et le
reste de I'image (voir Figure 33). Cela nous a permis de calculer la distance parcourue par
heure pour chaque animal (« combien » I’'animal bouge), et également le pourcentage du

corps de I'animal qui est en mouvement par heure (« comment » I'animal bouge).



Détection de I'animal par contraste d’image avec EthoVision

De jour De nuit (infrarouge)

Figure 33 : Analyses vidéo pour détecter la position des animaux et quantifier leurs déplacements. La détection
des animaux se fait par contraste et permet d’identifier la position de I'animal, que ce soit de jour (a gauche) ou
de nuit avec un éclairage infrarouge (a droite). Le suivi image par image du point central de I'animal (point rouge)
permet de calculer, apres calibration de la taille de la cage, la distance parcourue par I'animal au cours de
I'enregistrement vidéo. De plus, la détection du corps entier de I"animal (zone jaune) permet d’évaluer le
pourcentage du corps de I'animal qui est en mouvement quand I'animal se déplace.

7 - Analyses statistiques

L'ensemble des analyses statistiques concernant les analyses du mouvement et de la
température ont été menées en utilisant des statistiques par permutations (Maris &
Oostenveld, 2007) réalisées en développant notre propre algorithme sur Matlab (2019b,
MathWorks). Tous les autres résultats qui sont associés a des séries temporelles, mais avec
des moyennes journalieres (temps de sommeil, fragmentation du sommeil, poids des
animaux) ont été analysés a I'aide d’ANOVAs normales ou d’ANOVA de Friedman dans le cas
de données non normales, réalisées sur Jamovi (1.6.23). La normalité des données a été
vérifiée a I'aide du test de Shapiro-Wilk, et 'homogénéité des variances par le test de Levene.
Les comparaisons de deux moyennes (poids du muscle, dosages biochimiques) ont été
réalisées a I'aide du test de Student si les données suivaient la loi normale et présentaient des
variances similaires, et a I'aide du test de Mann-Whitney sinon. Les analyses de corrélation

ont été réalisées en calculant le coefficient de corrélation de Pearson.
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Les statistiques par permutation (Maris & Oostenveld, 2007). Cette approche statistique est
une alternative aux analyses de variances classiquement utilisées (ANOVA classique et ANOVA
de Friedman). Elle permet notamment de réaliser des analyses statistiques cohérentes sur des
séries temporelles, en s’affranchissant des limites déterminées par I'erreur de type | (la
« family wise error rate (FWER) »). Une série temporelle comme notre analyse de la
température sur 4 jours, ou nous avons calculé une moyenne afin d’avoir un point de mesure
par 5 min par groupe (ce qui donne donc 288 points par jour et 1 152 pour 4 jours), reste assez
compliquée a aborder d’un point de vue statistique. La premiere limite vient du fait que la
sensibilité de I’ANOVA pour détecter des variations fugaces sur de longues séries temporelles
est contrainte par le nombre de points composant la série temporelle. De plus, si ’ANOVA
détecte des différences, I'utilisation de test post-hoc (test de Tukey, Durbin-conover, ...) est
contrainte par la FWER, puisque s’il fallait réaliser 1 152 tests post-hoc dans notre cas, la
correction du risque a a appliquer serait tres conservatrice (pour un a de 0,05 cela donnerait
0,05/288=4,31" avec une correction de Bonferroni). L’analyse statistique par permutation et

par « groupe » permet de pallier ce probléeme de correction du risque a.

Le principe de I'analyse par permutation est basé sur le fait de mélanger aléatoirement les
valeurs entre nos conditions pour obtenir de nouveaux jeux de données issus de nos valeurs
initiales, mais aléatoirement réparties. Ensuite, nous réalisons un test statistique « classique »
comme un test t de Student entre ces valeurs aléatoirement réparties. En réalisant ces deux
étapes (permutations aléatoires et test statistique) 1000 fois nous obtenons une distribution
de 1000 valeurs statistiques aléatoires. Certaines valeurs seront donc, « par chance »,
significatives (a cause de I'inflation de I'erreur de type I). L'idée ensuite est de réaliser le méme
test statistique, cette fois-ci sur nos données initiales sans permutation, et de comparer la
valeur statistique obtenue avec la distribution des 1000 valeurs statistiques obtenues apres
répartition aléatoire de nos données. Nous allons reporter cette valeur sur la distribution des
1000 valeurs de t de Student obtenues aléatoirement aprés mélange des groupes et nous
allons calculer combien de valeurs sont supérieures ou inférieures a notre valeur t cible (cela
dépend du type de comparaison, dans notre cas c’est une comparaison bilatérale). Le seuil de
significativité que nous avons choisi est a=0,05 (cela signifie que si plus de 50 valeurs de t de
Student calculés a partir du mélange aléatoire de nos groupes sont plus élevées que notre

valeur cible de t de Student le test n’est pas significatif).



A partir de ce principe de base des analyses statistiques par permutations, une méthode
dédiée aux analyses des séries temporelles, appelée « cluster-based permutation approach »
(analyse statistique par permutation et par « groupe ») a été mise en place (Maris &
Oostenveld, 2007). Afin de décrire brievement la méthode, nous allons l'illustrer avec un
exemple. Prenons nos 1 152 points correspondant a notre analyse de la température sur 4
jours (un point toutes les 5 min). Pour chacun des 1 152 points, nous avons 8 valeurs de
température pour le groupe BLS et 8 valeurs pour le groupe CTL. Pour chaque point, nous
allons permuter aléatoirement ces 16 valeurs entre elles afin d’obtenir 1 152 nouveaux
groupes de 8 valeurs. Ensuite, nous allons calculer, point par point, un test t de student entre
chaque groupe de 8 valeurs, pour obtenir 1 152 valeurs t de student issues de ces
permutations aléatoires. Sur ces 1 152 valeurs, nous allons déterminer toutes celles qui sont
statistiquement significatives (selon un risque o de 5%, sans correction), et nous allons les
réunir par « série » en extrayant toutes les valeurs significatives consécutives. A partir de cette
étape, deux méthodes sont envisageables. La premiére méthode, appelé tmax consiste a
sélectionner la valeur t de student la plus élevée par série (comme précédemment il faut tout
d’abord déterminer si nous effectuons un test unilatéral ou bilatéral, dans notre cas ou nous
effectuons un test bilatéral nous avons pris la valeur absolue). La seconde méthode (celle que
nous avons choisie), appelée tmass consiste a faire la somme des valeurs t de Student au sein
de chaque série. Ensuite, que ce soit pour la méthode tmax OU tmass, il faut sélectionner la valeur
la plus élevée parmi I'ensemble des valeurs calculées sur toutes les séries. Ainsi, quelle que
soit la méthode choisie, nous obtenons, a la fin de I'ensemble de ces étapes, une seule valeur
statistique. Ensuite, en répétant ce cycle de permutation 1000 fois, nous obtenons 1000
valeurs de tmax (ou de tmass selon la méthode choisie). Enfin, nous appliquons les mémes étapes
a notre jeu de données initial, mais cette fois-ci sans permutation, afin de calculer pour chaque
série de valeurs significatives, une valeur de tmax ou de tmass. Finalement, nous allons comparer
chaque valeur de tmax Ou de tmass Obtenues pour chaque série avec nos données initiales, et si
la valeur de tmax ou de tmass du groupe est supérieure a 5% de la distribution formée par nos
1000 valeurs obtenues par permutations aléatoires, le groupe de valeurs associé est déclaré

comme étant statistiqguement différent entre nos deux groupes d’animaux.



3.2. Résultats

3.2.1. Vérification de la blessure musculaire induite par injection de
cardiotoxine

Dans un premier temps, nous avons vérifié la qualité et la reproductibilité de notre modele de
blessure musculaire par injection de cardiotoxine (CTX) dans le muscle Tibialis Anterior (TA).
Pour cela, nous avons réalisé des immunomarquages en fluorescence anti-laminine (protéine
de la membrane basale entourant les fibres musculaires, visualisée en vert) couplée a
I'utilisation du Dapi (marque les noyaux des cellules, visualisés en bleu), ainsi que des
colorations HPS sur les coupes transversales des TA prélevés 14 jours aprés l'induction de la
blessure (Fig. 34). Les muscles des animaux blessés présentent des fibres musculaires plus
petites et un noyau en position central (Fig. 34b, d), ce qui est caractéristique des fibres
musculaires en réparation, contrairement aux fibres saines qui présentent un noyau en

périphérie (Fig. 34a, c).
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Figure 34 : Immunomarquages et coloration des muscles blessés et des muscles contrdles. a immunomarquage
anti-laminine (en vert, membrane basale des fibres musculaires) et Dapi (en bleu, noyaux cellulaires) d’une
coupe de TA controéle et b blessé. c coloration hémalun-phloxine-safran (HPS) d’'une coupe de TA contrdle et d
blessé.

La taille de la lIésion musculaire a été estimée a partir de la zone en réparation et est comprise
entre 60 et 90% de la surface totale du TA pour les animaux blessés, la moyenne étant de 71%

(Fig. 35a). Le poids moyen des TA blessés (537 + 20 mg) est significativement plus faible que
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le poids moyen des TA contrdles (669 + 20 mg). La différence est toujours présente apres

normalisation par le poids du corps de I'animal (Fig. 35b).
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Figure 35 : Surface de la blessure musculaire et poids du TA apreés I'induction de la blessure. a surface estimée
de la lésion par rapport a la surface totale du TA pour les 8 animaux du groupe BLS. b poids des TA controles (CTL,
vert) et des TA blessés (BLS, violet). * : p<0,05, test t de Student.

Discussion. Pour notre étude, nous avons choisi le modéle de blessure musculaire par
injection de cardiotoxine. La reproductibilité de ce modeéle de blessure permet d’obtenir des
blessures musculaires homogenes et la cinétique de la régénération musculaire induite par la
myotoxine est bien décrite dans la littérature (Garry et al., 2016; Guardiola et al., 2017; Hardy
et al., 2016). En cohérence avec ce souci de reproductibilité, le choix du muscle blessé (le TA),
nous a permis de ne pas ouvrir la peau de l'animal et ainsi de limiter les potentielles
différences entre les animaux (Bigard et al., 1997). Nous avons retrouvé les caractéristiques
histologiques spécifiques des fibres musculaires en réparation avec des fibres musculaires de
petite taille et un noyau en position centrale pour tous les TA blessés. La zone |ésée représente
en moyenne 71% de la surface totale du muscle. La taille minimale admissible de la zone Iésée
varie selon les études, de plus de 90% (McArthur et al., 2020; Rahman et al., 2020; Shan et al.,

2014) a + 70-80% (Guardiola et al., 2012; Mounier et al., 2013; Saclier et al., 2020).

3.2.2. Effets de la blessure musculaire sur le temps de sommeil

Afin d’évaluer les effets de la blessure musculaire sur la quantité de sommeil, nous avons
calculé le temps total de sommeil (TTS) ainsi que le temps passé dans chaque stade de
sommeil (sommeil lent et sommeil paradoxal) trois jours avant la blessure (J-3), jusqu’a 8 jours
apres la blessure (J+8) pour les animaux CTL et BLS, et de J-1 a J+3 pour les animaux CTL+Bup.
Pour déterminer si les potentielles modifications du temps de sommeil sont indépendantes

ou non du cycle nycthéméral, nous avons réalisé ces analyses par périodes de 24 heures, mais
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également en séparant la période lumineuse (période préférentielle de sommeil du rat ; de
08:00 a 20:00) et la période d’obscurité (période préférentielle d’activité du rat ; de 20:00 a
08:00).

Le temps total de sommeil par périodes de 24 heures est significativement plus faible pour

les animaux CTL+Bup et les animaux BLS a JO (le jour de I'induction de la blessure), comparés
aux animaux CTL. Ensuite, a J+1 le TTS est significativement plus élevé pour le groupe CTL+Bup
et le groupe BLS comparés aux animaux CTL, et il n’y a pas de différence entre les groupes
CTL+Bup et BLS que ce soit a JO et J+1. Ensuite, a partir de J+2 il n’y a plus de différence entre
le TTS des animaux CTL+Bup et le TTS des animaux CTL. En revanche, a J+2 et J+3, le TTS est
significativement plus élevé pour les animaux BLS comparés aux deux groupes controles (Fig.

36).

Temps total de sommeil par période de 24 heures
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Figure 36 : Temps total de sommeil par période de 24 heures en réponse a la blessure musculaire. Evolution du
temps total de sommeil par période de 24 heures calculé en pourcentage par 24h pour les animaux du groupe
contrdle (CTL, courbe noire), du groupe contréle+buprénorphine (CTL+Bup, courbe verte) et du groupe blessure
(BLS, courbe rouge). La blessure a lieu a JO. L’erreur standard de la moyenne est représentée par 'aire autour de
la courbe. #a : p<0,05 entre CTL et BLS ; #b : p<0,05 entre CTL et CTL+Bup ; #c : p<0,05 entre CTL+Bup et BLS.
Friedman ANOVA & test post-hoc Durbin-Conover.

Quand nous distinguons le sommeil lent du sommeil paradoxal, nous observons que la
diminution du TTS a JO suivie du rebond de sommeil a J+1, pour les animaux CTL+Bup et les
animaux BLS, est commune au sommeil lent et au sommeil paradoxal (Fig. 37a, b). En
revanche, I'augmentation du TTS a J+2 et J+3 pour les animaux BLS est seulement due a une

augmentation du temps total de sommeil lent (Fig. 37a).
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Figure 37 : Temps total de sommeil lent et de sommeil paradoxal par période de 24 heures en réponse a la
blessure musculaire. a Evolution du temps total de sommeil lent par période de 24 heures calculée en
pourcentage par 24h pour le groupe controle (CTL, courbe noire), le groupe contréle+buprénorphine (CTL+Bup,
courbe verte) et le groupe blessure (BLS, courbe rouge). La blessure a lieu a J0. b similaire a a pour le temps total
de sommeil paradoxal. Lerreur standard de la moyenne est représentée par I'aire autour de la courbe. #a :
p<0.05 entre CTL et BLS ; #b : p<0,05 entre CTL et CTL+Bup ; #c : p<0,05 entre CTL+Bup et BLS. Friedman ANOVA
& test post-hoc Durbin-Conover.

Le temps total de sommeil en période lumineuse (08:00 — 20:00) ne présente aucune

différence significative entre les animaux CTL+Bup et les animaux BLS. Le TTS est plus faible
pour les animaux CTL+Bup et les animaux BLS a JO comparés aux animaux CTL, puis le TTS est
plus élevé a J+1 pour les animaux CTL+Bup et les animaux BLS comparés aux animaux CTL (Fig.

38)
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Figure 38 : Temps total de sommeil par jour en réponse a la blessure musculaire pour la période lumineuse
(08:00-20:00). Evolution du temps total de sommeil par jour pour la période lumineuse pour les animaux du
groupe contréle (CTL, courbe noire), du groupe contréle+buprénorphine (CTL+Bup, courbe verte) et du groupe
blessure (BLS, courbe rouge). La blessure a lieu a JO. L’erreur standard de la moyenne est représentée par l'aire
autour de la courbe. #a : p<0,05 entre CTL et BLS ; #b : p<0,05 entre CTL et CTL+Bup ; #c : p<0,05 entre CTL+Bup
et BLS. Friedman ANOVA & test post-hoc Durbin-Conover.
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La diminution du TTS a JO pendant la période lumineuse est commune au sommeil lent et au
sommeil paradoxal, que ce soit pour les animaux CTL+Bup ou les animaux BLS (Fig. 39a, b). A
J+1, nous observons un temps total de sommeil lent plus élevé pour les animaux CTL+Bup et
BLS comparés aux animaux CTL (Fig. 39a). Le temps passé en sommeil paradoxal est plus élevé
pour les animaux BLS a J+1 suivi par une diminution a J+2 comparé aux animaux CTL (Fig. 39b).

Il n’y a aucune différence significativement entre les animaux CTL+Bup et les animaux BLS.
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Figure 39 : Temps total de sommeil lent et de sommeil paradoxal en réponse a la blessure musculaire pour la
période lumineuse. a Evolution du temps total de sommeil lent par jour pour la période lumineuse pour le groupe
controdle (CTL, courbe noire), du groupe controle+buprénorphine (CTL+Bup, courbe verte) et du groupe blessure
(BLS, courbe rouge). La blessure a lieu a JO. b similaire a a pour le temps total de sommeil paradoxal. L’erreur
standard de la moyenne est représentée par I'aire autour de la courbe. #a : p<0,05 entre CTL et BLS ; #b : p<0,05
entre CTL et CTL+Bup ; #c : p<0,05 entre CTL+Bup et BLS. Friedman ANOVA & test post-hoc Durbin-Conover.

Le temps total de sommeil en période d’obscurité (20:00 — 08:00) est significativement plus

élevé pour les animaux CTL+Bup et les animaux BLS a JO et J+1, comparés aux animaux CTL.
De plus, le TTS est significativement plus élevé a J+2 et J+3 pour les animaux BLS par rapport

aux deux groupes controles (Fig. 40).
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Figure 40 : Temps total de sommeil par jour en réponse a la blessure musculaire pour la période d’obscurité
(20:00-08:00). Evolution du temps total de sommeil par jour pour la période d’obscurité calculé en pourcentage
par jour pour les animaux du groupe contréle (CTL, courbe noire), du groupe contréle+buprénorphine (CTL+Bup,
courbe verte) et du groupe blessure (BLS, courbe rouge). La blessure a lieu a JO. L’erreur standard de la moyenne
est représentée par I'aire autour de la courbe. #a : p<0,05 entre CTL et BLS ; #b : p<0,05 entre CTL et CTL+Bup ;
#c : p<0,05 entre CTL+Bup et BLS. Friedman ANOVA & test post-hoc Durbin-Conover.

Nous observons que I'augmentation du TTS pour les animaux CTL+Bup et les animaux BLS a JO
et J+1 est du a une augmentation du sommeil lent et du sommeil paradoxal (Fig. 41a, b). En
revanche, I'augmentation du TTS observé a J+2 et J+3 pour les animaux BLS est spécifique du
sommeil lent (Fig. 41a). En effet, nos résultats montrent que le temps de sommeil lent est
significativement plus élevé pour les animaux BLS a J+1, J+2 et J+3 par rapport aux deux

groupes controles (Fig. 41a).
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Figure 41 : Temps total de sommeil lent et de sommeil paradoxal en réponse a la blessure musculaire pour la
photopériode d’obscurité. a Evolution du temps total de sommeil lent par jour pour la période d’obscurité pour
le groupe contréle (CTL, courbe noire), le groupe controle+buprénorphine (CTL+Bup, courbe verte) et le groupe
blessure (BLS, courbe rouge). La blessure a lieu a JO. b similaire a a pour le temps total de sommeil paradoxal.
L'erreur standard de la moyenne est représentée par I'aire autour de la courbe. #a : p<0,05 entre CTL et BLS ;
#b : p<0,05 entre CTL et CTL+Bup ; #c : p<0,05 entre CTL+Bup et BLS. Friedman ANOVA & test post-hoc Durbin-
Conover.
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Discussion. La diminution du TTS observé pendant la période lumineuse a JO n’est pas
différente entre les groupes BLS et CTL+Bup, ce qui suggere qu’elle est essentiellement due a
I'injection de buprénorphine. Ces résultats sont en accord avec les études précédentes qui
montrent que la buprénorphine supprime totalement le sommeil pendant sa durée d’action
(4-8 heures ; Gauthier et al., 2011; O’Brien et al., 2021). Consécutivement a cette période de
privation de sommeil, nous observons un « rebond » de sommeil, caractérisé par un TTS plus
élevé pendant 36 heures pour les animaux BLS et les animaux CTL+Bup (commun au sommeil
lent et au sommeil paradoxal). Ce rebond de sommeil débute pendant la période d’obscurité
a Jo, se prolonge pendant la période lumineuse a J+1 puis pendant la période d’obscurité a J+1
et prend fin pendant la période lumineuse a J+2 durant laquelle le TTS est similaire pour les
trois groupes d’animaux. En revanche, nous observons que le TTS est significativement plus
élevé pour les animaux BLS pendant les périodes d’obscurité a J+2 et J+3 par rapport aux deux
groupes contréles. Ainsi, ces résultats montrent une augmentation du TTS 48 et 72 heures

post-blessure qui a lieu pendant la période d’obscurité et qui est spécifique du sommeil lent.

Il est surprenant d’observer que l'augmentation significative du TTS a 48 et 72h aprés
I'induction de la blessure a lieu pendant la période préférentielle d’activité du rat (période
d’obscurité). Ce résultat peut étre expliqué par le fait que les animaux dormants déja +80% du
temps pendant la période lumineuse, les opportunités de sommeil supplémentaire pendant
cette période sont limitées. Cette hypothese est supportée par le fait qu’a la suite d'une
privation de sommeil de 12 heures qui a lieu pendant la période d’obscurité (pendant laquelle
les animaux dorment 20-40% du temps) les chercheurs n’observent pas de rebond de sommeil
pendant la période lumineuse consécutive a la période de privation (Lancel & Kerkhof, 1989;
Vyazovskiy et al., 2007). Une autre hypothése est que la période d’augmentation du TTS post-
blessure, dépend de I’horaire a laquelle la blessure est réalisée. Afin d’évaluer cette possibilité,
il faudrait étudier les modifications du sommeil induites apres I'induction de la blessure
réalisée au début de la période d’obscurité. Cette approche a été étudiée sur la drosophile par
Singh & Donlea, 2020. Les auteurs observent également une augmentation du TTS apres
I'induction d’une blessure chez la drosophile (le retrait des antennes). L'augmentation du TTS
a toujours lieu pendant la période d’activité de la drosophile, que les antennes soient retirées

au début de la période d’activité ou au début de la période de sommeil (dans ce cas,



I'augmentation du TTS est « décalée » et a lieu pendant la période d’activité consécutive a la

période de sommeil).

3.2.3. Effets de la blessure musculaire sur la stabilité du sommeil

Apres avoir constaté les effets de la |ésion musculaire sur la quantité de sommeil, nous avons
évalué les changements potentiels de paramétres associés a la qualité du sommeil en réponse
a la blessure. Un paramétre majeur de la qualité du sommeil est sa stabilité. De courtes
périodes de sommeil (de 10 a 40 secondes) sont associées a de l'instabilité, alors que de
longues périodes de sommeil (de 170 a plus de 650 secondes) sont associées a un sommeil
stable. Le nombre « brut » de ces périodes de sommeil dépend du temps total de sommeil,
qui est augmenté pour les animaux BLS. Pour tenir compte de ce biais, nous avons calculé le
nombre de périodes de sommeil par heure de sommeil. Etant donné les résultats sur le temps
de sommeil (effets spécifiques a la période d’obscurité), nous avons choisi de représenter ici
seulement I'évolution de la stabilité du sommeil pendant la période d’obscurité (les résultats

concernant la période lumineuse sont disponibles au niveau de la figure 98 en annexe).

A J-1 de I'induction de la blessure, pendant la période d’obscurité, il n’y a pas de différences
significatives entre les animaux CTL et les animaux BLS, quelle que soit la durée des périodes
de sommeil. En revanche, les animaux CTL+Bup présentent une fréquence (nombre de
périodes de sommeil par heure de sommeil) de périodes de sommeil de 20 secondes plus
élevée que les animaux CTL et une fréquence des périodes de 170-330 secondes plus faible
gue les animaux CTL et BLS, ainsi qu’une fréquence plus faible des périodes de 330-640

secondes comparées aux animaux CTL (Fig. 42).
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Figure 42 : Fréquence des périodes de sommeil en fonction de leur durée pour la période d’obscurité a J-1.
Nombre de périodes de sommeil par heure de sommeil en fonction de leur durée (catégories : [10] ; [20] ; [30-
40] ; [50-80] ; [90-160] ; [170-320] ; [330-640] ; [>650] secondes) pour les animaux contrdles (CTL, barres noires),
les animaux contrdles+buprénorphine (CTL+Bup, barres bleues) et pour les animaux blessés (BLS, barres rouges)
pour la période d’obscurité au Jour -1. * : p<0,05. Friedman ANOVA & test post-hoc Durbin-Conover.

Le jour de I'induction de la blessure (J0), pendant la période d’obscurité, la fréquence des
périodes de sommeil de 50-80 secondes est plus faible pour les animaux BLS comparée aux
animaux CTL+Bup et CTL. A l'inverse, la fréquence des périodes de sommeil de 330-640
secondes est plus élevée pour les animaux BLS comparés aux animaux CTL+Bup et CTL (Fig.

43).
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Figure 43 : Fréquence des périodes de sommeil en fonction de leur durée pour la période d’obscurité a JO.
Nombre de périodes de sommeil par heure de sommeil en fonction de leur durée (catégories : [10] ; [20] ; [30-
40] ; [50-80] ; [90-160] ; [170-320] ; [330-640] ; [>650] secondes) pour les animaux contréles (CTL, barres noires),
les animaux contrdéles+buprénorphine (CTL+Bup, barres bleues) et pour les animaux blessés (BLS, barres rouges)
pour la période d’obscurité au Jour 0. * : p<0,05. Friedman ANOVA & test post-hoc Durbin-Conover.

A J+1, la fréquence des périodes de sommeil de 30-40 secondes et des périodes de 50-80
secondes est plus faible pendant la période d’obscurité pour les animaux BLS comparés aux
animaux CTL+Bup et CTL. A l'inverse, la fréquence des périodes de sommeil de 330-640
secondes est plus élevée pour les animaux du groupe BLS comparés aux animaux CTL+Bup

(Fig. 44).
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Figure 44 : Fréquence des périodes de sommeil en fonction de leur durée pour la période d’obscurité a J+1.
Nombre de périodes de sommeil par heure de sommeil en fonction de leur durée (catégories : [10] ; [20] ; [30-
40] ; [50-80] ; [90-160] ; [170-320] ; [330-640] ; [>650] secondes) pour les animaux controles (CTL, barres noires),
les animaux contrdéles+buprénorphine (CTL+Bup, barres bleues) et pour les animaux blessés (BLS, barres rouges)
pour la période d’obscurité au Jour +1. * : p<0,05. Friedman ANOVA & test post-hoc Durbin-Conover.

Pendant la période d’obscurité a J+2 aprés I'induction de la blessure, il n’y a aucune différence

entre les trois groupes d’animaux (Fig. 45).
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Figure 45 : Fréquence des périodes de sommeil en fonction de leur durée pour la période d’obscurité a J+2.
Nombre de périodes de sommeil par heure de sommeil en fonction de leur durée (catégories : [10] ; [20] ; [30-
40] ; [50-80] ; [90-160] ; [170-320] ; [330-640] ; [>650] secondes) pour les animaux controles (CTL, barres noires),
les animaux contrdles+buprénorphine (CTL+Bup, barres bleues) et pour les animaux blessés (BLS, barres rouges)
pour la période d’obscurité au Jour +2. * : p<0,05. Friedman ANOVA & test post-hoc Durbin-Conover.

Il n'y a également pas de différences pour la période d’obscurité a J+3 entre les trois groupes

d’animaux (Fig. 46).
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Figure 46 : Fréquence des périodes de sommeil en fonction de leur durée pour la période d’obscurité a J+3.
Nombre de périodes de sommeil par heure de sommeil en fonction de leur durée (catégories : [10] ; [20] ; [30-
40] ; [50-80] ; [90-160] ; [170-320] ; [330-640] ; [>650] secondes) pour les animaux controles (CTL, barres noires),
les animaux contrdoles+buprénorphine (CTL+Bup, barres bleues) et pour les animaux blessés (BLS, barres rouges)
pour la période d’obscurité au Jour +3.

Discussion. Le jour de l'induction de la blessure, nous observons, pendant la période
d’obscurité, une diminution des courtes périodes de sommeil (50-80 secondes) et une
augmentation des longues périodes de sommeil (330-640 secondes) spécifique aux animaux
blessés. A J+1, nous observons également une diminution des courtes périodes de sommeil
(30-40 et 50-80 secondes) pour les animaux blessés. Ces résultats témoignent d’une
augmentation de la stabilité du sommeil spécifique aux animaux BLS pendant les périodes

d’obscurité a JO et J+1 post-blessure.

C’est un résultat plutot inattendu étant donné que la blessure musculaire est indubitablement
associée a une certaine douleur et que la douleur est associée a une augmentation de la
fragmentation du sommeil (Andersen & Tufik, 2003; Cardis et al., 2021; Silva et al., 2011;
Sutton & Opp, 2014). Cependant, quelques études n’observent pas d’effets de la douleur sur
le sommeil (Kontinen et al., 2003) et des études supplémentaires semblent nécessaires pour
clarifier la relation entre douleur et sommeil. Il est probable que les effets de la douleur sur le
sommeil varient en fonction de l'origine et de l'intensité de la douleur (Mogil, 2009). Pour
corroborer nos résultats et tenir compte des aspects nociceptifs de la blessure musculaire

dans notre contexte expérimental, nous avons conduit des analyses de certains parametres
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physiologiques et comportementaux associés indirectement a la douleur de I'animal (voir 6 —

Analyses de parametres associés a une douleur sévere).

Avant cela et afin de compléter notre analyse des caractéristiques du sommeil, nous avons

conduit une analyse spectrale du sommeil lent et du sommeil paradoxal.

3.2.4. Effets de la blessure musculaire sur les parameétres spectraux du
sommeil

L'augmentation du temps total de sommeil a la suite d’une privation de sommeil ou a une
infection virale ou bactérienne est associée a une augmentation de la pression de sommeil,
symbolisée par une augmentation de |'activité des ondes lentes (AOL — qui correspondent aux
ondes delta : 0,5 — 4Hz) en sommeil lent. Ainsi, afin d’identifier I'implication potentielle d’'une
augmentation de la pression de sommeil a la suite de la blessure, nous avons analysé

I’évolution de I’AOL en sommeil lent heure par heure de Jour 0 au Jour +3.

Le jour de I'induction de la blessure, I’AOL est plus élevée pour les animaux BLS et les animaux
CTL+Bup comparés aux animaux CTL pendant la seconde partie de la période lumineuse (de
15:00 a 20:00 pour les animaux BLS). Cette période lumineuse est associée a une diminution
du temps total de sommeil pour les animaux BLS (-66.97% comme indiquer sur la figure 47) et
pour les animaux CTL+Bup. Il n'y a pas de différence d’AOL pendant la période d’obscurité a
JO. Le lendemain de I'induction de la blessure (J+1), il n’y a aucune différence d’AOL entre les
trois groupes d’animaux, alors que le temps total de sommeil est significativement augmenté

pour les animaux BLS et les animaux CTL+Bup (Fig. 47).
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Figure 47 : Activité en ondes lentes du sommeil lent en réponse a la blessure musculaire (JO ; J+1). a mesure de
I'activité en ondes lentes en pourcentage (par rapport a J-1) par heure pour les animaux contréles (CTL, courbe
noire), du groupe controle+buprénorphine (CTL+Bup, courbe verte) et du groupe blessure (BLS, courbe rouge)
pour JO et b pour J+1. Le pourcentage de changement du temps total de sommeil pour le groupe blessé
correspondant a chaque période (lumineuse/obscurité) est indiqué en rouge. L’erreur standard de la moyenne
est représentée par I'aire autour de la courbe. #a : p<0,05 entre CTL et BLS ; #b : p<0,05 entre CTL et CTL+Bup ;
#c : p<0,05 entre CTL+Bup et BLS. Friedman ANOVA & test post-hoc Durbin-Conover.



A J+2 et J+3, il n’y a également pas de différence d’AOL entre les trois groupes d’animaux (Fig.

48).
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Figure 48 : Activité en ondes lentes du sommeil lent en réponse a la blessure musculaire (J+2 ; J+3). a mesure
de I'activité en ondes lentes en pourcentage (par rapport aJ-1) par heure pour les animaux controles (CTL, courbe
noire), du groupe controle+buprénorphine (CTL+Bup, courbe verte) et du groupe blessure (BLS, courbe rouge)
pour J+2 et b pour J+3. Le pourcentage de changement du temps total de sommeil pour le groupe blessé
correspondant a chaque photopériode est indiqué en rouge. L'erreur standard de la moyenne est représentée
par I'aire autour de la courbe. #a : p<0,05 entre CTL et BLS ; #b : p<0,05 entre CTL et CTL+Bup ; #c : p<0,05 entre
CTL+Bup et BLS. Friedman ANOVA & test post-hoc Durbin-Conover.

En complément de ces analyses de I’AOL, afin d’obtenir une vision détaillée des parametres
spectraux du sommeil, nous avons étudié I'évolution de 84 paramétres de J-3 a J+8 (voir
Méthodes). De toutes ces analyses, aucune différence n’a été constatée entre nos trois
groupes d’animaux. Nous avons choisi de représenter ici, a titre d’exemple, les résultats de
I’évolution de la puissance relative (Fig. 49a) et de la fréquence (Fig. 49b) des ondes delta au

cours du sommeil lent pendant la période d’obscurité.
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Figure 49 : Puissance relative et fréquence moyenne des ondes delta du sommeil lent en réponse a la blessure
musculaire pour la période d’obscurité. a Puissance relative des ondes delta (0,5-4Hz) en pourcentage de
changement par rapport a la ligne de base par jour pour les animaux controles (CTL, courbe noire), du groupe
contrble+buprénorphine (CTL+Bup, courbe verte) et du groupe blessure (BLS, courbe rouge). b similaire a a pour
la fréquence moyenne des ondes delta. L’erreur standard de la moyenne est représentée par |'aire autour de la
courbe.
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Discussion. La lésion musculaire conduisant a une augmentation du temps de sommeil, nous
avons voulu savoir si cela pouvait étre associé a une modification de la pression de sommeil.
Le principal marqueur de la pression de sommeil est représenté par I’AOL, qui augmente au
cours de l'éveil et diminue au cours du sommeil (Borbély et al., 1984). L'AOL est
significativement plus élevée chez les animaux CTL+Bup et BLS comparés aux animaux CTL a
la fin de la période lumineuse lors du jour de I'injection (réalisée a 08:00). Cette augmentation
de I'AOL est la conséquence de la période de privation de sommeil pendant les 4-8 heures
apres l'injection de buprénorphine et est comparable a 'augmentation de ’AOL observée a la
suite d’une période de privation de sommeil (Borbély et al., 1984; Vyazovskiy et al., 2004). Elle
représente I'augmentation de la pression de sommeil a la fin de la période lumineuse a JO pour
les animaux CTL+Bup et BLS et peut étre associée a I'augmentation du temps total de sommeil
pendant la période d’obscurité consécutive (Brunner et al., 1993; Trachsel et al., 1986).
L'augmentation du temps de sommeil observée pendant la période lumineuse a Jour +1 pour
les animaux CTL+Bup et les animaux BLS ne peut également pas étre dissociée de cette
augmentation de la pression de sommeil. En effet, des études montrent qu’une augmentation
de 'AOL peut étre associée a une augmentation du TTS pendant 24 heures (Brunner et al.,
1993; Franken et al., 1991; Trachsel et al., 1986). En revanche, il n'y a pas de différence d’AOL
alJ+1, J+2 ou J+3 entre nos groupes, ce qui suggere que lI'augmentation du temps de sommeil
total observé spécifiquement chez les animaux BLS pendant les périodes d’obscurité a J+2 et

J+3 n’est pas associée a une augmentation de la pression de sommeil.

3.2.5. Effets de la blessure musculaire sur les parameétres des spindles

En complément de ces analyses spectrales, nous avons déterminé les effets de la blessure sur
les spindles. Les spindles sont des éveénements caractéristiques qui ont lieu pendant le
sommeil lent et la densité des spindles (nombre de spindles / minute de sommeil lent) est
impliquée dans la stabilité et la durée du sommeil, et est également corrélée a I'intensité d’'une
douleur (Caravan et al., 2020; Kim et al., 2012). Afin d’évaluer leur potentielle implication dans
les effets sur le temps et la stabilité du sommeil que nous avons observés chez les animaux
BLS, nous avons analysé I'évolution de 4 caractéristiques des spindles (densité, durée,
fréquence et amplitude) apres I'induction de la blessure. Pour détecter les spindles nous avons
utilisé un algorithme de détection automatique qui est détaillé dans les Méthodes (Uygun et

al., 2019). Nous avons choisi de représenter les résultats concernant la densité des spindles



uniguement. Toutefois, leur durée, leur fréquence et leur amplitude des spindles sont

disponibles au niveau de la figure 99 en annexe.

Nous observons une densité de spindles plus faible pour les animaux BLS comparés aux
animaux CTL a J+1 pendant la période d’obscurité (Fig. 50a). A I'inverse, pendant la période
lumineuse, nous observons une densité de spindles plus élevée pour les animaux CTL+Bup et
BLS comparé aux animaux CTL a JO (Fig. 50b). Cependant, les animaux BLS présentent
également une densité en spindles significativement plus faible que les animaux CTL a J+1

pendant la période lumineuse (Fig. 50b).
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Figure 50 : Densité en spindles en réponse a la blessure musculaire. a Densité en spindles (nombre de
spindles/minute de sommeil) de J-3 a J+5, pour le groupe contréle (CTL, courbe noire), du groupe
contrble+buprénorphine (CTL+Bup, courbe verte) et du groupe blessure (BLS, courbe rouge) pour la période
d’obscurité (20:00-08:00). b similaire a a pour la période lumineuse (08:00-20:00). L’erreur standard de la
moyenne est représentée par 'aire autour de la courbe. #a : p<0,05 entre CTL et BLS ; #b : p<0,05 entre CTL et
CTL+Bup. Friedman ANOVA & test post-hoc Durbin-Conover.

Le nombre « brut » de spindles par heure pendant la période d’obscurité suis une dynamique
similaire a celle du temps total de sommeil lent, il est plus élevé a JO pour les animaux BLS et
CTL+Bup comparés aux animaux CTL et a J+1 et J+2 pour les animaux BLS comparés aux

animaux CTL (Fig. 51).
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Figure 51 : Nombre de spindles par heure pour la période d’obscurité en réponse a la blessure musculaire.
Nombre de spindles par heure pour la période d’obscurité de J-3 a J+5 pour les animaux contrdles (CTL, courbe
noire), du groupe contréle+buprénorphine (CTL+Bup, courbe verte) et du groupe blessure (BLS, courbe rouge).
Lerreur standard de la moyenne est représentée par 'aire autour de la courbe. #a : p<0,05 entre CTL et BLS ;
#b : p<0,05 entre CTL et CTL+Bup. Friedman ANOVA & test post-hoc Durbin-Conover.

La dynamique similaire entre le temps total de sommeil lent et le nombre de spindles semble
logique étant donné que les spindles ont lieu pendant le sommeil lent. Toutefois, afin de
vérifier cette relation dans le cas d’animaux blessés, nous avons calculé la corrélation entre le
nombre de spindles par heure et le temps total de sommeil de JO a J+3. Le TTS est

significativement corrélé avec le nombre de spindles par heure pour les animaux BLS et

CTL+Bup (Fig. 52).
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Figure 52 : Corrélation entre le nombre de spindles et le temps total de sommeil. Temps total de sommeil en
fonction du nombre de spindles par heure pour la période d’obscurité pour les animaux contréles (CTL, noir), du
groupe contréle+buprénorphine (CTL+Bup, vert) et du groupe blessure (BLS, rouge). Chaque point représente
un animal par jour, pour Jour 0 (losange), Jour +1 (carré), Jour +2 (rond) et Jour +3 (triangle). Le coefficient de

corrélation linéaire mis au carré est représenté avec la couleur associée et la valeur statistique correspondante
est affichée sur le graphique.

Pour évaluer le lien entre le nombre de spindles et |a stabilité du sommeil, nous avons corrélé
le nombre de courtes (10-80 secondes) et longues (+170 secondes) périodes de sommeil avec
le nombre de spindles par heure. De JO a J+3, le nombre de spindles par heure est
négativement corrélé avec les courtes périodes de sommeil (de 10 a 80 secondes) pour les
animaux BLS seulement. Inversement, le nombre de spindles de JO a J+3 est positivement

corrélé avec les longues périodes de sommeil (+170 secondes) seulement pour les animaux

BLS également (Fig. 53).
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Figure 53 : Corrélations entre le nombre de spindles par heure et la durée des périodes de sommeil. a Nombre
de périodes de sommeil de 10-80 secondes en fonction du nombre de spindles par heure pour les animaux
controbles (CTL, noir), contréle+buprénorphine (CTL+Bup, vert) et blessés (BLS, rouge). Chaque point représente
un animal par jour, pour Jour 0 (losange), Jour +1 (carré), Jour +2 (rond) et Jour +3 (triangle). b similaire a a pour
les périodes de sommeil de +170 secondes. Le coefficient de corrélation linéaire mis au carré est représenté avec
la couleur associée et la valeur statistique correspondante est affichée sur le graphique.

Cependant, nous avons également montré que le TTS était corrélé avec le nombre de spindles
par heure pour les animaux BLS. Afin d’étudier I'influence du temps total de sommeil sur la
stabilité du sommeil, nous avons effectué les mémes analyses de corrélations que
précédemment. Nous pouvons voir qu’a partir du Jour 0 jusqu’au Jour +3, le temps total de
sommeil est négativement corrélé avec les courtes périodes de sommeil (10-80 secondes), et
ce pour les trois groupes d’animaux. A I'inverse, le temps total de sommeil est positivement

corrélé avec les longues périodes de sommeil également pour les trois groupes d’animaux (Fig.
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Figure 54 : Corrélations entre le temps total de sommeil et la durée des périodes de sommeil. a Nombre de
périodes de sommeil de 10-80 secondes en fonction du temps total de sommeil pour les animaux contréles (CTL,
noir), contréle+buprénorphine (CTL+Bup, vert) et blessés (BLS, rouge). Chaque point représente un animal par
jour, pour Jour 0 (losange), Jour +1 (carré), Jour +2 (rond) et Jour +3 (triangle). b similaire a a pour les périodes
de sommeil de +170 secondes. Le coefficient de corrélation linéaire mis au carré est représenté avec la couleur
associée et la valeur statistique correspondante est affichée sur le graphique.
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Discussion. Chez les humains et les rongeurs, les spindles participent a la stabilisation du
sommeil en filtrant les stimulations sensorielles afin de préserver le sommeil d’un réveil
exogene (Fernandez & Lithi, 2020). Chez des souris dont les modifications génétiques
induisent une diminution de la densité en spindles, nous observons une augmentation de la
fragmentation du sommeil lent associée a une diminution du TTS (Anderson et al., 2005;
Blethyn et al., 2006; Cueni et al., 2008; Lee et al., 2004). A I'inverse, 'augmentation de la
densité en spindles par le biais de manipulation optogénétique permet d’augmenter le temps
total de sommeil lent (Kim et al., 2012). En termes de densité de spindles, nous n’avons pas
observé d’augmentation significative a J+2 ou J+3 qui puisse étre lié a 'augmentation du
temps total de sommeil observée chez les animaux blessés. En revanche nous avons observé
une augmentation significative de la densité en spindles pendant la période lumineuse le jour
de I'induction de la blessure (a JO) pour les animaux BLS et CTL+Bup, suivie d'une diminution
significative pendant la période d’obscurité a J+1 pour les animaux BLS. L'augmentation de la
densité en spindles a JO pendant la période lumineuse est un résultat inattendu. En effet, étant
donné que la buprénorphine, injectée au début de la période lumineuse (a 08:00) induit une
privation de sommeil pendant £6 heures, cela traduit le fait que le sommeil qui a lieu a la suite
de cette privation est associé a une densité en spindles plus importante. Or, des études
menées sur la privation de sommeil ont montré que la densité en spindles est réduite pendant
les premieres heures de sommeil de récupération aprés une privation de sommeil (Curcio et
al., 2003; Dijk et al., 1993; Vyazovskiy et al., 2004). Cette augmentation de la densité en
spindles semble étre due aux effets spécifiques de la buprénorphine plutot qu'a la diminution
du temps total de sommeil induit par la buprénorphine pour les groupes BLS et CTL+Bup. Il
n’existe pas de données dans la littérature a ce sujet et il serait intéressant de mener des

investigations sur les effets de la buprénorphine sur les paramétres des spindles.

En revanche, nous observons une diminution de la densité en spindles pendant la période
d’obscurité a J+1, uniguement chez le groupe BLS. C'est également un résultat surprenant
étant donné que nous observons une augmentation de la stabilité pendant cette période
d’obscurité et que les spindles ont une fonction de stabilisation du sommeil (Fernandez &
Luthi, 2020). Cependant, les spindles sont également liés a la douleur (chez I'Homme ou le
rat), avec une diminution du nombre de spindles lorsque l'intensité de la douleur augmente

(Caravan et al., 2020; Landis et al., 2004). Il existe également des preuves que I'augmentation



du nombre de spindles (par stimulation optogénétique) peut réduire I'intensité de la douleur
chronique chez les rats (Caravan et al., 2020). Il est donc possible que la diminution de la
densité en spindles que nous observons pendant la période d’obscurité au Jour +1 chez les
animaux BLS soit due a la douleur induite par la blessure musculaire. Cependant, cette
diminution en densité en spindles n’a lieu que pendant cette période de 12 heures, ce qui
laisse a penser que les animaux BLS ne présentent pas une douleur importante dans les jours
qui suivent. Cette supposition est corroborée par les analyses supplémentaires réalisées dans
la partie suivante: 6 — Analyses des paramétres associés a une douleur sévére (poids,

température, locomotion).

Il semble logique d’observer, pendant les périodes d’obscurité, une dynamique similaire entre
le nombre de spindles par heure et le temps total de sommeil lent (corrélation positive). En
revanche, il est intéressant d’observer que le nombre de spindles est négativement corrélé
avec les courtes périodes de sommeil (10-80 secondes) et positivement corrélé avec les
longues périodes de sommeil (+170 secondes) seulement pour les animaux BLS. Ce résultat
suggere que les spindles exercent potentiellement un réle stabilisateur du sommeil plus
important chez les animaux BLS. Cependant, le TTS est lui-méme négativement corrélé avec
les courtes périodes de sommeil et positivement corrélé avec les longues périodes de sommeil
pour les trois groupes d’animaux. Ainsi, pour les animaux BLS, il est impossible de dire si c’est
le nombre de spindles qui participe a la stabilisation du sommeil et a I'augmentation du TTS
ou si c’est 'augmentation du TTS qui induit a la fois une stabilisation du sommeil et une
augmentation du nombre de spindles. Pour nous aider a conclure sur I'implication des
spindles, la manipulation optogénétique des spindles afin de réduire ou d’augmenter leur
nombre pourrait nous permettre d’évaluer leur implication dans la stabilisation et

I'augmentation du temps de sommeil en réponse a la blessure musculaire.

Cette analyse des spindles achéve notre analyse des parameétres du sommeil. Une question
qui reste en suspens est de déterminer si les modifications du sommeil que nous observons
sont dues a la nécrose massive des fibres musculaires due a l'injection de la cardiotoxine et
aux mécanismes précoces associés a la réparation musculaire ou a d’autres facteurs
confondants. Le principal facteur confondant que nous avons identifié est la douleur associée
a la blessure, qui pourrait potentiellement modifier la quantité ou la qualité du sommeil des

animaux blessés.



3.2.6. Evolution de paramétres associés a une douleur sévére aprés induction
de la blessure musculaire

La blessure musculaire est indubitablement associée a une certaine douleur. Nos analyses
n‘ont pas pour objectif de quantifier ce niveau de douleur, mais de mettre en évidence la
présence ou non d’une douleur sévere chez les animaux BLS. Pour cela, nous avons comparé
I’évolution de plusieurs paramétres physiologiques et comportementaux entre les animaux
BLS et les animaux CTL : I'évolution du poids corporel ; la température sous-cutanée ; I'activité
locomotrice; la bande de fréquence gamma pendant I'éveil. Ces analyses sont
complémentaires des résultats que nous avons observés sur la densité des spindles qui

suggerent I'absence d’une douleur importante chez les animaux blessés.

Pendant les 35 jours, qui correspondent a la totalité du protocole expérimental (comprenant
la période de récupération post-chirurgicale due a I'implantation télémétrique), la prise de
poids des animaux BLS est similaire a celle des animaux CTL. Une légére perte de poids peut
étre notée pour les deux groupes pendant 24-48h apres la chirurgie d’implantation
télémétrique (J8), ainsi que pour les animaux BLS apres I'induction de la blessure (J24), mais il

n’y a aucune différence significative entre les deux groupes d’animaux (Fig. 55).
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Figure 55 : Evolution du poids corporel des animaux CTL et BLS au cours de 'expérimentation. Les animaux ont
été pesés quotidiennement pour le groupe controle (CTL, courbe noire) et le groupe blessé (BLS, courbe rouge).
La chirurgie pour implanter I'’émetteur de télémétrie a lieu 8 jours apres I'arrivée des animaux et I'injection de
cardiotoxine, qui a lieu 3 jours apres le début des enregistrements, est réalisée 24 jours aprés |'arrivée des
animaux.

L'analyse de la température sous-cutanée peut rendre compte de la présence de processus
inflammatoires potentiellement douloureux. La cinétique de la température sous-cutanée sur

3 jours démontre lalternance entre les périodes préférentielles de sommeil (qui



correspondent aux périodes lumineuses) associées a une température plus basse, et les
périodes préférentielles d’activité (qui correspondent aux périodes d’obscurité) associées a
une température plus élevée, pour les deux groupes d’animaux. Les animaux BLS présentent
des températures significativement plus élevées le jour de I'induction de la blessure (qui a lieu
a 08:00 a J0), de 11h a 19h comparées aux animaux CTL (Fig. 56 ; les différences statistiques
sont indiquées par le rectangle vert). De plus, les animaux BLS présentent des températures
significativement plus basses que les animaux CTL pendant les deux premiéres périodes

d’obscurité apres induction de la blessure (Fig. 56).
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Figure 56 : Cinétique de la température sous-cutanée en réponse a la blessure musculaire. Température sous-
cutanée de Jour -1 au Jour +2, chaque point représente la température moyenne pour 5 min d’enregistrement
(fréquence d’échantillonnage de 10Hz) pour le groupe contréle (CTL, courbe noire) et le groupe blessé (BLS,
courbe rouge). Les rectangles verts représentent les différences statistiques (p<0,05) évaluées par la méthode
statistique « cluster-based permutation » (voir Méthodes).

L’évolution de I'activité locomotrice aprées I'induction de la blessure nous permet d’identifier
une potentielle diminution des déplacements des animaux BLS qui témoignerait d’'une douleur
ou d’une géne en lien avec la blessure. La distance parcourue par heure au sein de leur cage
de vie est plus élevée pour les animaux BLS comparés aux animaux CTL le jour de I'induction
de la blessure (Fig. 57). Il est assez surprenant de voir que hormis cette différence, il n’y a
aucune diminution de la distance parcourue par nos animaux blessés comparés aux animaux

contrdles les jours suivants.
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Figure 57 : Evolution de la distance parcourue par heure en réponse a la blessure musculaire. Distance
parcourue (en cm/h) par les animaux du groupe contrdle (CTL, courbe noire) et les animaux blessés (BLS, courbe
rouge) de J-1 a J+8. Les rectangles verts représentent les différences statistiques (p<0,05) évaluées par la
méthode statistique « cluster-based permutation » (voir Méthodes).

Pour compléter ce résultat, nous avons également analysé la maniere dont les animaux
bougent, par la mesure du pourcentage du corps en mouvement quand I'animal est en
mouvement. Encore une fois, la seule différence se situe le jour de I'induction de la blessure
avec les animaux BLS qui présentent des valeurs plus élevées du pourcentage du corps en

mouvement par rapport aux animaux CTL (Fig. 58).
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Figure 58 : Evolution de la mobilité du corps par heure en réponse a la blessure musculaire. Mobilité du corps
(en %) pour les animaux du groupe contrdle (CTL, courbe noire) et les animaux blessés (BLS, courbe rouge) de J-
13 J+8. Lesrectangles verts représentent les différences statistiques (p<0,05) évaluées par la méthode statistique
« cluster-based permutation » (voir Méthodes).

Nous avons également analysé la fréquence moyenne et la puissance de la bande de

fréquence Gamma (60-90 Hz) de I'EEG pendant I’éveil, qui est un marqueur de la douleur
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chronique. Il n’y a aucune différence entre les deux groupes d’animaux, que ce soit pour la

fréquence moyenne ou la puissance du Gamma en réponse a la blessure (Fig. 59).
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Figure 59 : Fréquence et puissance du gamma (60-90 Hz) pendant I'éveil a la suite de I'induction de la blessure
musculaire. a Fréquence de la bande de fréquence gamma (60-90 Hz) sur 'EEG des animaux controles (CTL,
courbe noire) et des animaux blessés (BLS, courbe rouge) de J-3 a J+5, b puissance de la bande de fréquence
gamma.

Discussion. L'objectif de ces différentes analyses (poids, température, locomotion, bande de
fréquence gamma en EEG) était de mettre en évidence I'apparition d’une douleur sévere chez
les animaux BLS comparés aux animaux CTL. Alors qu’une douleur sévére est associée a un
arrét ou une diminution de la prise de poids dans la littérature (Hestehave et al., 2017; Mogil,
2009; Wuarin et al., 1987), aucune différence n’est observée dans entre les animaux CTL et
les animaux BLS dans notre étude. De méme, aucune variation majeure n’est constatée dans
I’évolution de I'activité locomotrice, de la température sous-cutanée et de la puissance dans
la bande de fréquence gamma (60-90 Hz) en réponse a la blessure suggérant I’absence d’une

douleur excessive (Peng et al., 2018; Wang et al., 2016).

L'augmentation de [I'activité locomotrice le jour de linduction de la blessure est
vraisemblablement une conséquence de la privation de sommeil induite par la buprénorphine,
qui induit également une augmentation de la température sous-cutanée. Nous noterons
également que la température sous-cutanée plus faible pour les animaux BLS comparés aux
animaux CTL pendant les périodes d’obscurité a JO et J+1 est associée a une augmentation du

TTS pour les animaux BLS.

Ces observations physiologiques et comportementales sur I'absence d’une douleur excessive
sont en accord avec nos résultats obtenus sur le sommeil. En effet, nous observons une
augmentation du TTS et de la stabilité du sommeil et plusieurs études ont montré que la

douleur musculaire chronique induisait une fragmentation du sommeil (Andersen & Tufik,



2003; Cardis et al., 2021; Silva et al., 2011; Sutton & Opp, 2014) associée, selon le modele de
douleur utilisé, a une diminution du temps de sommeil lent (Andersen & Tufik, 2003; Silva et

al., 2011).

3.2.7. Analyse des concentrations de molécules régulatrices du sommeil en

réponse a la blessure musculaire

L’objectif de cette derniere partie était d’explorer les mécanismes sous-jacents aux effets de
la blessure sur le sommeil (augmentation du TTS et de la stabilité). Afin d’évaluer I'implication
de plusieurs facteurs a la fois dans la réponse a la blessure musculaire et dans la régulation du
sommeil, nous avons réalisé des dosages biochimiques dans le cortex frontal et I’hippocampe,
ainsi que dans le plasma et le TA. Ces dosages ont été réalisés sur des tissus prélevés 48h (a
08:00) aprés 'induction de la blessure sur des animaux CTL et BLS non implantés (groupe

« Analyses biologiques » dans les Méthodes).

Dans le cortex frontal, la concentration moyenne de TNF-a et d’IGF-1 est plus faible pour les
animaux BLS comparés aux animaux CTL (Fig. 60a). Au niveau de I’hippocampe, la
concentration d’IGF-1 est plus faible pour les animaux BLS comparés aux animaux CTL (Fig.
60b). Dans le plasma, le niveau de corticostérone des animaux BLS est plus élevé par rapport
aux animaux CTL (Fig. 60c). Enfin, au niveau du TA blessé, les animaux blessés présentent des
taux plus élevés pour : IGF-1, TGFB libre, TGFp total, IL-1B, IL-10, CXCL1, et des taux plus faibles

de : IL-2 et de TNF-a comparés aux animaux CTL (Fig. 60d).
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Figure 60 : Dosages biochimiques de molécules impliquées dans la réponse a la blessure et dans la régulation
du sommeil. Contenu protéique évalué 48h apres l'induction de la blessure en cytokines pro- et anti-
inflammatoires, en protéine circadienne « Brain and Muscle ARNT-like 1 (BMAL1) » et en facteurs de croissance
au niveau a du cortex frontal, b de I'hippocampe, ¢ du plasma et d du muscle Tibialis Anterior. Cytokines pro-
inflammatoires : Facteur de nécrose tumoral (TNF-a), interleukine (IL)-1B, interféron (IFN)-y, chimiokines C-X-C
motif ligand (CXCL)-1, IL-2 ; Cytokines anti-inflammatoires : IL-10 ; Facteurs de croissance : facteur de croissance
semblable a l'insuline (IGF)-1, facteur de croissance vasculaire endothélial (VEGF), facteur de croissance
transformant (TGF)-B total et libre, récepteur Al a l'adénosine (A1R) et corticostérone plasmatique;
prélevements réalisés a 08:00 au Jour +2. * : p<0,05, test t de Student, n=8 animaux par groupe : contrdle (CTL,
courbe noire) et blessé (BLS, courbe rouge).

Discussion. Afin d’identifier les potentiels mécanismes moléculaires associés aux
modifications du sommeil en réponse a la blessure, nous avons réalisé des dosages de
molécules impliquées a la fois dans la régulation du sommeil et qui sont modifiées
précocement a la suite de la survenue d’une blessure musculaire. Ces dosages ont été

effectués deux jours apres I'induction de la Iésion (J+2), c.-a-d. pendant I'augmentation du TTS



constaté sur les animaux BLS implantés. Dans le cas d'un challenge infectieux, I'augmentation
du TTS semble induite par la réponse immuno-inflammatoire impliquant une production
accrue des cytokines pro-inflammatoires TNF-a et IL-1P (Besedovsky et al., 2019). Etant donné
que les lésions musculaires induisent une nécrose cellulaire qui va activer et recruter des
cellules immunitaires entrainant une libération massive de cytokines inflammatoires au
niveau local (Smith et al., 2008), cela pourrait également engendrer une augmentation au
niveau cérébral et induire une augmentation du TTS. Nous avons analysé le contenu tissulaire
des cytokines pro-inflammatoires dans le tissu cérébral et la circulation sanguine, afin
d’évaluer cette possibilité. Nous avons constaté un niveau plus faible de TNF-a dans le cortex
frontal chez les animaux BLS par rapport aux animaux CTL, et aucune différence significative
pour toutes les autres cytokines pro- et anti-inflammatoires que ce soit au niveau du cortex
frontal ou de I’hippocampe. Le niveau plus faible de TNF-a dans le cortex frontal des animaux
blessés est observé aprés la période d'obscurité de J+1 (I’euthanasie a lieu a 08:00, c.-a-d. au
début de la période lumineuse de J+2), pendant laquelle nous observons une augmentation
du TTS (d'environ 45 %, comme indiquer dans la figure 47). Le TNF-a est impliqué dans la
régulation du sommeil et les concentrations cérébrales de TNF- a fluctuent avec le cycle veille-
sommeil, avec un pic au début de la période de repos et un creux aprés la période de sommeil
(Floyd & Krueger, 1997; Krueger et al., 1998). Ainsi, nous pouvons émettre I'hypothése que le
niveau plus faible de TNF-a dans le cortex frontal des animaux blessés est une conséquence
de l'augmentation du TTS qui a eu lieu pendant la période d’obscurité précédent le

prélévement cérébral (Dimitrov et al., 2015; Rockstrom et al., 2018).

Le fait que les niveaux d'IGF-1 au niveau du cortex frontal et de I'hippocampe soient plus
faibles chez les animaux blessés est inattendu, encore une fois au regard de I’heure du
préléevement, qui correspond a la fin de la période d'obscurité de J+1 pendant laquelle le TTS
et le temps de sommeil lent ont été augmentés. Le sommeil lent est associé a la sécrétion de
I’'hormone de libération de I’hormone de croissance (GHRH ; Obal & Krueger, 2004) et la GHRH
exerce une stimulation simultanée sur le temps de sommeil lent et sur la sécrétion de GH
(Obal & Krueger, 2004). Comme la production d'IGF-1 au niveau plasmatique et au niveau local
est stimulée par la GH (Giustina & Veldhuis, 1998) nous aurions pu s’attendre a observer une
augmentation de la quantité d’IGF-1 suite a 'augmentation du temps de sommeil lent pour

les animaux BLS. Ces niveaux plus faibles d'IGF-1 soulignent une limite de notre objectif, qui



était d'établir des liens entre les effets des lésions sur le sommeil et les molécules régulatrices
du sommeil. Si ces molécules régulatrices modulent le sommeil, elles sont également
modulées par le temps de sommeil et selon I'heure du prélevement, la modification du temps
de sommeil peut modifier I'expression de ces molécules. Pour avoir une idée plus précise de
leur implication dans I'augmentation du TTS pendant la période d’obscurité, le préléevement
de tissus aurait d( étre effectué juste avant la période d'obscurité, c'est-a-dire a 20:00 a J+2,
ou a 20:00 a J+1 (le TTS étant augmenté de 25% et 45% respectivement pour ces deux
derniers). En revanche, au-dela du choix de temporalité du prélevement et des
problématiques que cela souléve, cette diminution des niveaux d’IGF-1 au niveau cérébral
pourrait jouer un réle dans I'augmentation du TTS étant donné I'effet éveillant d’IGF-1 par la
stimulation des neurones a orexine (Zegarra-Valdivia et al., 2020). Ces auteurs ont démontré
chez la souris, qu’une inactivation génétique des récepteurs a I'lGF-l des neurones a orexine
est associée a des niveaux plus faibles d'orexine dans I'hypothalamus, une activité
prédominante des ondes lentes dans I'EEG et une latence réduite du sommeil. Ainsi, I'injection
et le blocage de I'action d’IGF-1 au niveau thalamique et la modulation et I'analyse de I'activité
des neurones a orexine a la suite d’une blessure musculaire pourrait permettre de déterminer
leur potentielle implication dans 'augmentation du TTS observée aprés blessure. A I'avenir,
nous pourrions également étudier s'il existe des liens mécanistiques entre la forte production
locale d'IGF-1 au niveau musculaire en réponse a la blessure et les niveaux cérébraux d'IGF-1,
faisant de I'lGF-1 un médiateur entre les blessures périphériques et la régulation centrale du

sommeil.

Un autre résultat intéressant est le niveau plus faible de BMALL au niveau des muscles des
animaux blessés deux jours apreés la blessure comparée au niveau de BMAL1 observé dans les
muscles des animaux CTL. BMAL1 est un facteur de transcription qui régule I'expression de
nombreux génes cibles et qui est un composant primordial de I'horloge moléculaire de
I’ensemble de nos cellules. Il est impliqué dans de trés nombreuses fonctions et notamment
dans le maintien et l'intégrité de la fonction des muscles squelettiques (Andrews et al., 2010)
et dans le processus de réparation musculaire (Chatterjee et al., 2013; McDearmon et al.,
2006). En effet, une étude a montré que BMAL1 participe a la régulation temporelle de la
myogeneése notamment en favorisant la prolifération et la différentiation des progéniteurs

musculaires (Chatterjee et al., 2015). Cette étude a montré que BMAL1 est fortement régulée



a la hausse 5 jours apreés l'induction d'une lésion musculaire (par injection de cardiotoxine) au
niveau du muscle Tibialis Anterior (Chatterjee et al., 2015). D'autre part, BMAL1 a été décrit
comme controlant les réponses inflammatoires des macrophages en inhibant la production
d'IL-1B et de TNF-a (Curtis et al., 2015; Early et al., 2018; QOishi et al., 2017) démontrant des
fonctions anti-inflammatoires claires. Il est important de noter que ces observations ont été
faites en dehors du tissu musculaire et du contexte de la réparation musculaire. Cependant,
nous pouvons émettre I'hypothése qu'une baisse initiale des niveaux de BMAL1 musculaire
(mesurée a J+2 dans notre étude) en réponse a la blessure musculaire serait un mécanisme
supplémentaire a ceux déja connus pour faciliter la mise en place de la réponse pro-
inflammatoire précoce a la blessure. Puis cette diminution serait suivie d'une régulation
ascendante pendant la transition vers la phase anti-inflammatoire et la différenciation des
myoblastes (Jour +5 dans I'étude de Chatterjee et al., 2015). En plus de ce role anti-
inflammatoire, BMAL1 est également associé a |'activité locomotrice et a la régulation du
sommeil (Ehlen et al., 2017; McDearmon et al., 2006; Schiaffino et al., 2016). Une inactivation
génétique de BMAL1 au niveau du corps entier chez la souris est associée a une réduction de
I'activité locomotrice (McDearmon et al., 2006) et a une augmentation de la quantité totale
de sommeil pendant la période d'obscurité (Ehlen et al., 2017). La réexpression ciblée de
I'expression de BMAL1 dans le muscle (et pas dans le cerveau) diminue le temps de sommeil
lors de la période d’obscurité (Ehlen et al., 2017). De plus, les souris surexprimant BMAL1 au
niveau musculaire présentent une moindre augmentation du temps de sommeil a la suite
d’une privation de sommeil (Ehlen et al., 2017). Ainsi, des niveaux plus faibles de BMAL1 au
niveau du muscle blessé pourraient étre en lien avec I'augmentation du temps de sommeil
observé lors de la période d’obscurité en réponse a la blessure (Fig. 61). Cependant, comme
BMAL1 est un facteur de transcription, la baisse au niveau musculaire ne peut pas avoir un
effet direct sur la régulation du sommeil. Ainsi, des études supplémentaires sont nécessaires
pour déterminer quelles pourraient étre les protéines régulées par BMAL1, produites au
niveau musculaire et qui pourraient étre impliquées dans la régulation du sommeil. D'autres
études sont également nécessaires pour déterminer avec précision la cinétique des niveaux
de BMAL1 en réponse a une blessure musculaire et la nécessité ou non de cette diminution
précoce des niveaux musculaires de BMALL pour permettre I'augmentation du temps de

sommeil observé aprées une blessure.
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Figure 61 : Role hypothétique de BMAL1 musculaire dans la régulation du sommeil et la réponse a la blessure.
En réponse a la lésion musculaire, nous observons une diminution du contenu musculaire en BMALL. La
diminution de BMAL1 permet de lever I'inhibition que BMAL1 exerce sur la production de cytokines pro-
inflammatoires par les macrophages et sur le temps de sommeil en période d’obscurité. Cela permet également
d’éviter l'effet stimulant que BMAL1 exerce sur la différenciation des myoblastes qui doit intervenir plus
tardivement dans le processus de réparation musculaire. En effet, aprés 3-4 jours, le passage a un environnement
moins inflammatoire est associé a une augmentation du niveau musculaire de BMAL1 ce qui permet de limiter
la production des cytokines pro-inflammatoire, de stimuler la différenciation des myoblastes et de retrouver un
temps de sommeil normal pendant la période d’obscurité.

Conclusion

En conclusion, nos résultats indiquent une augmentation du temps total de sommeil,
spécifique au sommeil lent, 48 et 72 heures aprés l'induction de la blessure musculaire
associée a une augmentation de la stabilité du sommeil pendant les premiéres 24 heures
post-blessure. Ces modifications du sommeil ont lieu pendant la période préférentielle
d’activité du rat (la période d’obscurité) et ne sont pas associées a un changement des
parameétres spectraux du sommeil. Nos résultats ne permettent pas de conclure sur
I'implication des spindles dans la stabilisation du sommeil observé chez les animaux BLS, mais
les spindles ne semblent pas responsables de I'augmentation du TTS. En revanche, les
concentrations plus faibles d’IGF-1 au niveau cérébral, et de BMAL1 au niveau musculaire
observé deux jours aprés I'induction de la blessure (c.-a-d. pendant I'augmentation du TTS)

pourraient jouer un réle dans I'augmentation du TTS

97



« Le sommeil est une petite mort. Une
minuscule échappée sur le grand lit immobile
du néant »

Rachel Fontane



ETUDE N°2

Validation d’une nouvelle méthode non
invasive pour I’'analyse du sommeil chez le
rat
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Résumé

La méthode de référence pour l'analyse du sommeil chez les mammiferes est la
polysomnographie (enregistrements EEG et EMG) permettant de caractériser la quantité et
I'architecture du sommeil par lecture manuelle ou a l'aide d’algorithmes automatiques
(Campbell, 2009; Deboer, 2007; Saper, 1890). Cependant, I'inflammation provoquée par la
chirurgie, nécessaire a I'implantation des électrodes, peut induire des biais dans les analyses
portant sur les réponses inflammatoires centrales et périphériques (Woalder, 2017). De plus,
le colt temporel et financier de la polysomnographie n’est pas adapté aux études qui
souhaitent prendre en compte le sommeil comme variable secondaire. Afin de répondre a ces
problématiques, des techniques non invasives, telles que l'actimétrie, qui permettent
d’évaluer le temps de sommeil ont été développées chez la souris (Fisher et al., 1990;
McShane et al., 2012; Pack et al., 2007; Tang & Sanford, 2002) et I'une des plus prometteuses
est le systeme piézoélectrique (piézo ; Mang et al., 2014). Les capteurs piézo ont la propriété
d’émettre un signal électrique proportionnel a toute déformation physique recue et
permettent d’enregistrer I'ensemble des mouvements effectués par les animaux. La
sensibilité des capteurs permet d’enregistrer jusqu’aux mouvements respiratoires des souris
endormies (Mang et al., 2014). L'usage d’un tel systeme pour discriminer le sommeil et Iéveil
n’a jamais été éprouvé chez le rat, un modeéle animal trés utilisé pour lequel il n’y a pas encore

d’alternatives non invasives fiables a I'EEG/EMG pour I'analyse du sommeil.

L’objectif de notre étude était d’évaluer les performances du systéeme piézoélectrique pour
identifier I’éveil et le sommeil chez le rat en comparant ces résultats avec ceux obtenus avec
la lecture visuelle de 'EEG/EMG. Pour cela des enregistrements simultanés avec le systeme
piézo et 'EEG/EMG ont été réalisés pendant 7 jours sur des animaux (n=14) soumis a deux
types de photopériodes différentes, la photopériode contréle 12:12 (n=7) et une
photopériode « allongée » 16:8 (n=7). La modification du rythme veille-sommeil par le
changement de photopériode permet de vérifier que le systeme piézo est capable d’évaluer
des temps de sommeils sous différentes contraintes. Le TTS par jour (évalué sur les 7 jours
d’enregistrements) et le TTS par heure (évalué sur les 24 derniéres heures) sont similaires
entre les deux méthodes d’enregistrement, que ce soit pour les animaux exposés a la

photopériode 12:12 ou 16:8.



L’'objectif secondaire de cette étude était d’évaluer le potentiel du systeme piézoélectrique
pour discriminer les stades de sommeil : le sommeil lent et le sommeil paradoxal. Le signal
piézoélectrique qui est enregistré lorsque I'animal est endormi provient majoritairement des
mouvements respiratoires de I'animal. Des études ont observé une accélération de la
fréquence respiratoire pendant le sommeil paradoxal (Snyder et al., 1965; Yaghouby et al.,
2016) et une équipe de recherche a réussi a discriminer le sommeil lent du sommeil paradoxal
a I'aide d’un radar doppler qui enregistre les mouvements respiratoires chez le rat (Zeng et

al., 2012).

Ainsi, nous avons évalué la possibilité d’identifier les stades de sommeil a partir du signal
respiratoire enregistré par le systéme piézoélectrique. Pour cela, nous avons réalisé une
analyse spectrale du signal piézo couplée a une analyse de la stabilité du signal afin d’identifier
des parametres permettant de discriminer les stades de sommeil. La sélection de trente-cinqg
parameétres spécifiques et |'utilisation d’un algorithme de classification automatique ont
permis de discriminer les deux stades de sommeil avec une précision de 90% par rapport a

la notation visuelle EEG/EMG.



Animaux

Sommeil et éveil _— \
a— Y
Piezo EEG/EMG
Logiciel Piezo Sleepstats Annotation manuelle
Eveil Sommeil Validat‘i‘on Qel idenﬁﬁcaﬁon Eveil Sommeil
éveil/sommeil / \
Sommeil lent/sommeil paradoxal \

Extraction et sélection des caractéristiques

v !

Evaluation RUSBoost | <+—|Entrainement RUSBoost

Evaluation sur les 6 derniers jours  Entrainement sur le premier jour

pd

Sommeil Sommeil
lent paradoxal

Validation de I'identification
Sommeil lent/sommeil paradoxal

Sommeil Sommeil
lent paradoxal

Figure 62 : Schéma des étapes méthodologiques de cette étude. Le premier rectangle (ligne pleine) correspond
a I’évaluation du systeéme piézoélectrique pour identifier I’éveil et le sommeil. Nous avons comparé pour chaque
période de 10 secondes (823 359 périodes), pendant 7 jours d’enregistrements, I'lannotation manuelle faite a
partir du signal EEG/EMG et I'état évalué par le logiciel piézo. Cela sur 7 animaux soumis a la photopériode
LO12:12, mais également sur 7 animaux soumis a une photopériode modifiée (LO16:8). Puis sur les animaux
soumis a la LO12:12 nous avons extrait et sélectionné des caractéristiques du signal brut piézo et nous avons
entrainé un algorithme pour discriminer le sommeil lent du sommeil paradoxal avec les données du premier jour
(second carré, ligne pointillée). Nous avons évalué la performance de I'algorithme sur les données des 6 jours
restants.
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4.1. Matériel et Méthodes

1 - Procédure expérimentale

L'expérience a été réalisée sur 14 rats Wistar males (laboratoire Charles Rivers, France) agés
de 4 semaines et pesant 200-220 g a leur arrivée. Pendant une semaine, les animaux ont été
placés a 4 par cage (612 x 435 x 216 mm), soumis a une photopériode 12:12 (12:12 : 12 heures
de lumiere : 12 heures d'obscurité ; éclairage de 08:00 a 20:00) dans un environnement a
température contrélée (21°C + 2°C) avec de I'eau et de la nourriture disponibles ad libitum.
Sept jours aprés leur arrivée au laboratoire, les émetteurs pour I'enregistrement des EEG/EMG
ont été implantés chirurgicalement (HD-X02, Data Sciences International, St Paul, USA).
L'implantation chirurgicale et la procédure analgésique ont été décrites dans les méthodes de
I’étude n°1. Apres la chirurgie, les animaux ont été logés individuellement dans une armoire
ventilée (BIO-C36, Tecniplast, Buguggiate, Italie) et ont bénéficié d'une période de
récupération de dix jours sous la photopériode habituelle 12:12 avant le début des
enregistrements. Aprés ces dix jours, les rats ont été placés dans le dispositif piézoélectrique
(piézo ; Signal Solutions, LLC, Lexington, KY, USA) et enregistré simultanément avec I'EEG/EMG
et le systéme piézo. Les cages piézoélectriques sont des cages individuelles standard (435 x
290 x 150 mm) qui se composent d'une premiére cage en polycarbonate dans laquelle est
placé un tapis rempli de capteurs. Une deuxieme cage plus fine est ensuite placée sur ce tapis
et remplie de litiére. Les cages sont transparentes et il y en a deux par étage, ce qui limite
I'isolement. Dés le début des enregistrements, le groupe 12:12 est resté soumis a la
photopériode 12:12 tandis que I'autre groupe a été soumis a la photopériode « allongée »
16:8 (éclairage de 08:00 a 00:00). Pendant cette période, les animaux sont laissés seuls et ne
sont dérangés que pour surveiller I'eau et la nourriture. L'étude a été approuvée par le comité

institutionnel d'éthique animale (Protocole DAP_11-2019).
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Figure 63 : Schéma du protocole expérimental. Nous avons réalisé des enregistrements simultanés avec le
systéme piézoélectrique et un implant télémétrique EEG/EMG sur 14 animaux pendant 7 jours. Nous avons
séparé les animaux en deux groupes, soumis a deux photopériodes différentes afin de modifier la dynamique de
sommeil des animaux.

2 - Acquisition et analyses des signaux EEG/EMG et des signaux piézoélectriques

Les signaux EEG/EMG ont été enregistrés a I'aide du logiciel Neuroscore version 6.0 (DSI, St
Paul, MN, USA). Les signaux EEG ont été échantillonnés a 500 Hz et ont été filtrés (de type
« band pass » de 0,3-49 Hz) et chaque période de 10 secondes a été classée en tant que
période d’éveil, de sommeil lent ou de sommeil paradoxal en fonction de la fréquence et de
I’amplitude des signaux EEG/EMG (voir partie 1.2.1 : La macrostructure du sommeil). A partir
de ces annotations, nous avons calculé le temps total de sommeil (TTS) comme la durée du
sommeil lent + la durée du sommeil paradoxal. Le systeme piézoélectrique est composé du
systéeme PiezoSleep 2.0 et du logiciel d'analyse est PiezoSleepStats (Signal Solutions, LLC,
Lexington, KY, USA). Le fonctionnement détaillé du systéeme est décrit dans Mang et al., 2014.
Brievement, le tapis rempli de capteurs piézoélectriques est placé sous la cage de I'animal. Ces
capteurs piézoélectriqgues émettent un signal électrique proportionnel a chaque déformation
physique subite. Le signal correspondant a une période d'éveil est ample et variable, a
I'inverse, la phase de sommeil est caractérisée par un signal régulier de faible amplitude. A
partir de I'amplitude et de la variabilité du signal, le logiciel PiezoSleepStats calcule une courbe
de décision statistique et une valeur seuil qui lui permet de discriminer I’éveil du sommeil (Fig.
64). Nous avons effectué des enregistrements de 24h pour permettre au logiciel

PiezoSleepStats de prendre en compte les variations interquotidiennes de poids des animaux.
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Figure 64 : lllustration de I'identification de I'éveil et du sommeil en EEG/EMG et avec le systéme piézo. a
I’annotation de chaque période de 10 secondes en EEG/EMG est faite par lecture visuelle en fonction de la
fréquence et de 'amplitude des signaux EEG/EMG. b la discrimination automatique entre éveil et sommeil pour
le systéme piézo repose sur le calcul d’une courbe de décision (en bleu) qui est calculée a partir de 'amplitude
et de la variabilité du signal de pression « brut » (en rouge). Une valeur de seuil (en vert) est déterminée en
fonction de I'écart-type et de 'amplitude moyenne de la courbe de pression (pour par exemple prendre en
compte le poids de I'animal). Pour toutes les valeurs de décision supérieures a la valeur de seuil, 'animal est
considéré comme endormi, et réveillé pour les valeurs inférieures.

3 — Comparaison des deux méthodes d’enregistrement

Pour chaque période de 10 secondes, I'état (éveil ou sommeil) de I'animal est évalué a la fois
avec la notation visuelle des signaux EEG/EMG et automatiquement pour le systéme piézo.
Nous avons choisi des périodes de 10 secondes, car nous considérons que c’est un bon
compromis pour étudier la stabilité du sommeil tout en permettant une lecture manuelle
pendant 7 jours. Nous avons calculé la sensibilité, la spécificité et la précision du systéme piézo
en comparant les résultats obtenus avec les deux méthodes sur toutes les périodes de 10
secondes et cela pour les deux photopériodes (ce qui correspond a un total de 823 359
périodes apres suppression de certaines époques classées comme illisibles sur 'EEG/EMG). La
sensibilité est la capacité de la méthode a identifier correctement les périodes de sommeil
(également appelée « vrais positifs »). La spécificité est la capacité de la méthode a identifier
correctement les périodes d'éveil (également appelée « vrais négatifs »). La précision est la
proportion de bons résultats, qu’ils soient vrais, positifs ou vrais négatifs. Pour le TTS, nous
avons évalué le pourcentage de sommeil par jour pendant les sept jours d'enregistrement.
Nous avons également analysé la cinétique du sommeil heure par heure pour le dernier jour
d’enregistrement. Sur la base de l'identification de chaque période de 10 secondes, nous

avons également examiné la qualité du sommeil en mesurant la fréquence des épisodes de



sommeil et de veille par heure sur huit catégories de durée d'épisodes consécutifs (10, 20, 30-
40, 50-80, 90-160, 170-320, 330-640, >650 sec).

4 - Extraction des parameétres pour classifier les stades de sommeil a partir du signal
piézoélectrique

Alors que nous avons utilisé le logiciel PiezoSleepStats qui fournit une notation automatisée
de I'éveil et du sommeil, nous avons tenté de discriminer le sommeil lent du sommeil
paradoxal en utilisant nos propres méthodes d’analyses. Pour cela, nous avons travaillé
uniquement sur le signal brut (RS) enregistré par le systéme piézo et nous avons considéré
uniquement le groupe soumis a la photopériode classique (12:12, n=7). Nous avons réalisé
I'ensemble de ces analyses en écrivant nos algorithmes sur le logiciel Matlab (R2019b,
MathWorks). Afin de réduire les signaux parasites et de mettre en évidence les oscillations
caractéristiques du signal piézo issues de I'enregistrement des animaux endormis, nous avons
calculé 'autocorrélation du signal (AS) piézo. La fonction d'autocorrélation est une méthode
utilisée avec succes pour décrire la stabilité des signaux respiratoires (Donohue et al., 2008;
Zeng et al., 2012) qui permet de mettre en évidence les différences entre les signaux piézo
associés au sommeil lent et au sommeil paradoxal. A partir de ces deux types de signaux (RS
et AS), nous avons extrait le Kurtosis, |'écart-type, la moyenne, la racine carrée des écarts a la
moyenne et la variation de I'enveloppe du signal. L'analyse spectrale du RS et de I'AS a été
effectuée en appliquant la transformée de Fourier (FFT) via la méthode de Pwelch (Pw ; avec
une fenétre glissante de 5 secondes et un recouvrement de 50%). De cette analyse spectrale,
nous avons extrait la fréquence maximale entre 0-8 Hz et 1-3 Hz ; la puissance spectrale
maximale entre 0-8 Hz et 1-3 Hz; la fréquence moyenne pondérée entre 0-1 Hz, 1-3 Hz, 3-5
Hz, 5-7 Hz ; certains rapports de puissance spectrale : 1,4/1,6 Hz - 1,6/1,8 Hz - 1,4/1,8 Hz -
2,2/2,4 Hz - 2/5 Hz ; et la densité spectrale entre 1-3 Hz et 3-5 Hz. Nous avons également
calculé la fréquence instantanée (Fg_inst) du RS, en utilisant la transformation de Hilbert
(Cohen, 2014) pour évaluer précisément les changements de fréquence a l'intérieur des
périodes de 10 secondes de sommeil lent et paradoxal. Nous avons étudié I'écart-type de la

Fg_inst, la moyenne et la variation de I'enveloppe.

5 - Sélection des paramétres informatifs pour I'identification des stades de sommeil

Une fois I'ensemble des parameétres candidats calculés, il a fallu sélectionner les paramétres

pertinents pour la discrimination des stades de sommeil. La méthode utilisée pour établir



I'ensemble des parameétres pertinents pour la discrimination des stades de sommeil (variable
de réponse) comprend deux étapes : (1) classement des paramétres candidats par ordre de
pertinence décroissante par rapport a la variable de réponse a l'aide de l'algorithme de
régression orthogonale (OFR), et (2) élimination des parameétres non pertinents par la

méthode de la sonde aléatoire.

Algorithme OFR. L'algorithme OFR (Chen et al., 1988) fonctionne de manieére itérative, étant
donné les vecteurs de variables fk, k € [1...N] (N étant le nombre de paramétres candidats) et
le vecteur de la variable réponse Q (Figure 65). Tous les vecteurs sont définis dans I'espace
d'observation ; dont la dimension est égale au nombre d'exemples. Tout d'abord, tous les
parameétres candidats (y compris les vecteurs " sondes " définis ci-dessous) sont classés en
fonction de leurs corrélations avec la variable réponse. Dans l'espace d'observation, la
corrélation ck entre le vecteur « parameétres » fk et la variable réponse est le cosinus carré de
I'angle entre le parameétre candidat et la variable réponse : ck = cos2(fk, Q). Le paramétre le
plus corrélé (avec le cosinus carré maximal) est classé en premier. Ensuite, tous les parameétres
restants et la variable réponse sont orthogonalisés par rapport au premier parametre, afin
d'éliminer la contribution de ce dernier a la variable réponse. Le premier parametre est alors
mis de coté et retiré de I'ensemble, et I'algorithme est itéré sur les parametres orthogonaux

restants, jusqu'a ce que tous les parametres candidats soient classés.

Méthode de la sonde aléatoire. Apres le classement des parameétres candidats, la sélection a
été effectuée par la méthode des sondes aléatoires (Stoppiglia et al., 2003). Plus précisément,
100 vecteurs "sondes" tirés au hasard ont été ajoutés a I'ensemble des parameétres candidats,
et classés avec ces derniers comme décrits ci-dessus. Plus la probabilité qu'une sonde soit
mieux classée qu'un parametre candidat est élevée, plus la pertinence de ce paramétre
candidat est faible. Pour chaque parameétre candidat i, la probabilité cumulative P_p (i) qu'une
sonde p soit mieux classée que ce parameétre a été calculée ; P_p (i) peut étre interprétée
comme le risque de conserver le parametre i bien qu'il ne soit pas pertinent. Tous les
parameétres candidats pour lesquels ce risque est supérieur a un seuil défini par ['utilisateur
sont écartés. Ici, le seuil choisi est de 0,01 (cela traduit le fait que nous avons arrété de
sélectionner les parametres candidats dés que la premiére variable sonde « aléatoire » a été

classée).
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Figure 65 : lllustration du procédé de régression orthogonale pour le classement et la sélection des parameétres.
a tous les parametres candidats sont classés en fonction de leur corrélation avec la variable de réponse (les
stades de sommeil), qui correspond au cosinus carré de I'angle formé entre le parametre candidat et la variable
réponse ; le parametre le plus corrélé (avec le cosinus carré le plus élevé) est classé premier. b tous les
parameétres restants et la variable réponse sont orthogonalisés par rapport au premier parametre, dans le but
d’éliminer sa contribution aux autres parametres. Ensuite, le premier parametre est mis de coté et retiré du
groupe de parameétres candidats et le procédé reprend du début avec les parametres candidats restants jusqu’au
classement de tous les parameétres.

6 - Algorithme d’apprentissage supervisé pour la classification du sommeil lent et du

sommeil paradoxal

Maintenant que nous avons sélectionné les parameétres candidats pertinents, il a fallu définir
I'algorithme optimal pour discriminer les stades de sommeil en fonction de notre jeu de
données. La problématique majeure a prendre en compte dans la sélection de I'algorithme de
classification dans notre cas est le déséquilibre au sein de notre variable réponse : il y a
beaucoup plus de périodes de sommeil lent que de périodes de sommeil paradoxal. Ce
déséquilibre entre nos deux classes peut engendrer des défauts de classification selon
I'algorithme utilisé. Afin de répondre a cette problématique, il existe deux méthodes
classiquement utilisées et décrites dans la littérature (Weiss, 2004). La premiere méthode, le
« data sampling » consiste a diminuer la différence du nombre d’exemple entre les classes,
soit en diminuant le nombre d’exemples de la classe la plus représentée (« undersampling »)
ou en augmentant le nombre d’exemples de la classe la moins représentée (« oversampling »).
La seconde méthode, le « data boosting » consiste a réajuster les paramétres de classification
chaque fois qu’un exemple est mal classifié, et cela permet de diminuer les effets néfastes

d’une répartition déséquilibrée entre deux classes. L’algorithme RUSBoost combine ces deux



méthodes et permet ainsi d’obtenir de trés bons résultats dans le cas d’un jeu de données

déséquilibré comme le noétre (Seiffert et al., 2010).

7 - Analyses statistiques

Toutes les données sont présentées sous forme de moyenne + erreur standard de la moyenne
et ont été analysées a l'aide de Jamovi (The jamovi project, jamovi 2.3). La normalité de chaque
distribution a été testée avec le test de Shapiro-Wilk et I'égalité des variances avec un test de
Fisher. Dans le cas de données normales (TTS sur 7 jours), nous avons réalisé une analyse de
variance (ANOVA) a deux facteurs et a mesures répétées, incluant la méthode (systeme
piézoélectrique vs EEG/EMG) comme facteur intra-animal et la photopériode (groupes 12:12
vs 16:8) comme facteur interanimal. Pour les tests posthoc, nous avons appliqué la correction
de Bonferroni sur le risque a pour les comparaisons multiples. Comme les valeurs n'étaient
pas distribuées selon la loi normale pour I'évaluation du TTS heure par heure, nous avons
utilisé une ANOVA de Friedman avec deux facteurs (méthode (piézo et EEG/EMG) et heure
(24 niveaux) pour le groupe 12:12 et le groupe 16:8. Une analyse de corrélation de Spearman
a été réalisée entre le TTS par heure évalué par le systéeme piézo et celui évalué avec

I'EEG/EMG.



4.2. Résultats

Premiere partie : Discrimination du sommeil et de I'éveil avec le
systeme piézoélectrique

4.2.1. Enregistrements simultanés EEG/EMG et piézoélectrique

La qualité des signaux EEG/EMG et des signaux enregistrés avec le systeme piézoélectrique
pour l'identification des états de sommeil et d'éveil est illustrée sur un enregistrement de 30
minutes réalisé pendant la période préférentielle de sommeil (Fig. 66a) et pendant la période
préférentielle d’activité (Fig. 66b) correspondant respectivement a la période lumineuse et a
la période d’obscurité, avec l'illustration d'une courte transition (20 secondes) du sommeil a
I'éveil (Fig. 66¢) et de I'éveil au sommeil (Fig. 66d).

a Période préférentielle de sommeil b Période préférentielle d'éveil
(Période lumineuse) (Période d'obscurité)

* * g * Eveil

EEG/EMG notationA A A LSommeH_f — * M

n EVe| rAar ar— — °arF — - - - = = il n

——

i 3 In I 1] I n
Piezo nOta_ngn ___________ JL _Sommeil _u 1 1 Lo

EEG
400 uV |

EMG
300 mv| 4 Y

=

]

Piezo ‘

1UA | dea |

L4 10ua

c 5 min

EEG/EMG scoring | |
Piezo scoring I ]
EEG b

400 uv |‘ uw.' i ,"- nf';,l ) .mxwpwrwmw,lww rﬂ“fm M\MW“I“" W "WW“ H JW'HI M

el Wy

300 mV | P _HMU-.WM

Piezo

1UA 10 U.A

5 sec 5 sec

111



Figure 66 : Signaux EEG/EMG/Piézo enregistrés simultanément. a Pendant la période préférentielle de sommeil
(période lumineuse), et b pendant la période préférentielle d’activité (période d’obscurité). L’annotation de I'état
(éveil/sommeil) par EEG/EMG (ligne pleine) et avec le systéeme piézo (ligne pointillée) est indiquée au-dessus des
signaux. (*) illustrent les différences dans I'annotation entre les deux méthodes. c et d représentent des zooms
de 20 secondes illustrant une transition du sommeil a I’éveil (c) ou de I'éveil au sommeil (d).

Discussion. D’un point de vue pratique, le systeme piézoélectrique peut étre comparé a de
I'actimétrie aigué étant donné qu’il enregistre I'ensemble des mouvements de I'animal (Flores
et al., 2007; Mang et al., 2014; Yaghouby et al., 2016). Ce rapprochement entre ces deux
méthodes est illustré par le haut niveau de similarité entre I'EMG et le systeme piézoélectrique
sur les enregistrements de 30 minutes présentés sur la figure 73. La similarité est encore plus
évidente sur les transitions entre le sommeil et |'éveil. En revanche, nous pouvons voir que
lors de la période préférentielle de sommeil, le systéme piézo détecte bien du mouvement,
mais n’associe pas ces évenements avec le réveil de I'animal (ce sont les * de la figure 73a).
Une explication potentielle est que ces mouvements ne durent pas assez longtemps ou sont
trop peu intenses pour provoquer une chute significative de la courbe de décision du systéeme
piézoélectrique (voir Méthodes) et étre alors associés a une période d’éveil par le systéeme
piézo. A l'inverse, nous pouvons voir que pendant la période préférentielle d’activité le
systeme piézo détecte de courtes périodes de sommeil qui ne sont pas détectées en
EEG/EMG. Ces événements sont anecdotiques en termes de temps total de sommeil a
I’échelle de I'heure, mais peuvent potentiellement affecter I’étude de la fragmentation du
sommeil. Ces observations dessinent une tendance du systéme piézo a surévaluer le sommeil
par rapport a I'éveil, soit en omettant de courtes périodes de réveil, soit en détectant de

« fausses » périodes de sommeil.

4.2.2. Discrimination veille/sommeil avec le systeme piézoélectrique

Nous avons tout d’abord comparé I'annotation de I'ensemble des périodes de 10 secondes
entre nos deux méthodes d’enregistrements. Pour rappel, I'annotation se fait avec une lecture
visuelle pour les signaux EEG/EMG et se fait automatique pour le systéeme piézo (avec le
logiciel PiezoSleepStats, voir Méthodes). Au total, 823 359 périodes de 10 secondes (419 806
pour le groupe 12:12 et 403 553 pour le groupe 16:8) ont été comparées entre les deux
méthodes. La matrice de confusion entre les deux méthodes d’enregistrement pour
I'annotation des périodes de sommeil et d'éveil est présentée dans la table 3. Pour les animaux

soumis a la photopériode 12:12, la sensibilité est de 84,8% et la spécificité de 78,4% avec une



précision de 81,9%. Pour les animaux soumis a la photopériode 16:8, la sensibilité est de 90,5%
et la spécificité de 76,3% avec une précision de 84,9%. La correspondance globale pour les 823

359 périodes est de 83,4%.

Photopériode 12:12 (n=7) Photopériode 16:8 (n=7)
EEG/EMG EEG/EMG
Sommeil Eveil Sommeil Eveil
0, 0,
Sommeil 84’,8_4’, 21,63% Sommeil 9Of5./? , 23,74%
(sensibilité) (sensibilité)
Piézo Piézo
z 0 z 0
Eveil 15,2% 78’376 Eveil 9,50% 76'26A)
(spécificité) (spécificité)
Précision 81,91% Précision 84,89%

Table 3 : Matrice de confusion de toutes les périodes de 10 secondes annotées en EEG/EMG et avec le systéeme
piézo sur les 7 jours d’enregistrements.

Discussion. En comparant I'ensemble des périodes de 10 secondes annotées avec les deux
méthodes d’enregistrement, la précision moyenne est de 83,4% (sur 823 359 périodes). C'est
un résultat un peu moins élevé que celui obtenu chez la souris (90%), mais ces études ont été
menées sur 48h maximum (Flores et al., 2007; Mang et al., 2014). En revanche, nous
observons que les erreurs de classification majoritaires sont des périodes annotées comme
des périodes de sommeil par le systeme piézo alors que ce sont des périodes d’éveils selon la
lecture de 'EEG/EMG. Ce résultat illustre une fois de plus ce qui semble étre le point faible du
systéme piézo, a savoir une légere surestimation du sommeil par manque de sensibilité pour

la détection des courtes périodes d’éveil.

4.2.3. Analyse du temps total de sommeil par jour et par heure

Ensuite, nous avons comparé les résultats obtenus pour |’évaluation du temps total de
sommeil (TTS) par jour (évalué sur les 7 jours d’enregistrement), mais également heure par
heure (évalué sur les derniéres 24 heures d’enregistrement). Le TTS par jour (%/24h) évalué
avec le systéme piézoélectrique et I'EEG/EMG est significativement plus élevé pour les
animaux 16:8 par rapport aux animaux 12:12, et il n'y a pas de différence significative entre

les deux méthodes pour la méme photopériode (12:12 ou 16:8 ; table 4).



Temps total de sommeil (%/24h)

Photopériode 12:12 Photopériode 16:8
EEG/EMG 549+1,7 60,7+£3,0#
Piézoélectrique 56,3+3,2 64,3+49 #

Table 4: Evaluation du temps total de sommeil quotidien avec 'EEG/EMG et avec le systéme piézo. #
différences significatives entre le groupe 16:8 et le groupe 12:12. ANOVA a deux facteurs (p<0,05 pour le facteur
photopériode) et test post hoc de Tukey avec une correction de Bonferroni.

Nous avons ensuite étudié I'évaluation du TTS heure par heure entre les deux méthodes
d’enregistrement (pendant les 24 dernieres heures de I'enregistrement, entre le jour 6 et le
jour 7). Aucune différence statistique n'est observée entre le TTS évalué avec le systéme piézo
et celui évalué avec 'EEG/EMG pour le groupe 12:12, ou pour le groupe 16:8 (Fig. 673, b). Les
changements soudains du temps de sommeil par heure ont été bien mesurés par le systeme
piézoélectrique (Fig. 74a, par exemple a 15:00). Le temps de sommeil évalué heure par heure
par le systeme piézoélectrique est significativement corrélé au temps de sommeil évalué par
I"EEG/EMG que ce soit pendant la période lumineuse ou pendant la période d’obscurité, et

cela pour les deux photopériodes (Fig. 67c, d).
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Figure 67 : Temps total de sommeil par heure évalué avec 'EEG/EMG et le systéme piézo. a TTS évalué par le
systéeme piézo ( ) et avec 'EEG/EMG (EEG, courbe bleue) pour le groupe 12:12 et b pour le
groupe 16:8. La lumiére reste allumée de 20:00 a 00:00 pour les animaux soumis a la photopériode 16:8
(rectangle en pointillés). ¢ Analyse de corrélation entre le TTS évalué avec 'EEG/EMG (axe des abscisses) et le
TTS évalué avec le systeme piézo (axis des ordonnées), chaque point représente le TTS d’un animal pour une
heure pendant la période lumineuse (point blanc) et pendant la période d’obscurité (point noir) pour la
photopériode 12:12 et d pour la photopériode 16:8.



De plus, sur ces 24h, nous observons un TTS significativement plus élevé pour animaux soumis
a la photopériode 16:8 par rapport aux animaux soumis a la photopériode 12:12, que ce soit
sur I'ensemble des 24h (Fig. 68a) ou seulement pendant la période d’allongement de la
lumiere (de 20:00 a 00:00 ; Fig. 68b). Cette différence de TTS est similaire pour les deux

méthodes d’enregistrements (Fig. 68a, b).
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Figure 68 : Temps total de sommeil sur 24h et sur les 4h d’extension de la lumiére. a TTS moyen durant les 24h
évaluées avec 'EEG/EMG (bleu) et le systéme piézo ( ) et b durant les 4 heures d’extension de lumiére (de
20:00 a 00:00, voir figure 74). * : p<0,05. ANOVA a deux facteurs (p<0,05 pour le facteur photopériode) et test
post-hoc de Tukey avec une correction de Bonferroni.

Discussion. Le TTS évalué en % par jour sur les 7 jours d’enregistrements est similaire entre le
systéeme piézo et 'EEG/EMG pour les animaux 12:12 et pour les animaux 16:8. Les deux
méthodes ont identifié un TTS significativement plus important pour les animaux 16:8 ce qui
démontre la capacité du systeme piézoélectrique a correctement évaluer le sommeil des
animaux lors d’une modification du rythme de sommeil des animaux (Sauvet et al., 2018). En
revanche, nous retrouvons la tendance observée lors de la présentation des signaux bruts
enregistrés avec les deux méthodes (Figure 73) avec des valeurs de TTS plus élevées avec le
systéme piézo. Apres avoir évalué la capacité du systéme piézo a correctement évaluer le TTS
guotidien, nous avons évalué sa pertinence pour I'évaluation du TST heure par heure. Que ce
soit en condition de sommeil « classique » ou modifié, le systeme piézo permet de traquer
avec précision les changements de temps de sommeil a I’échelle de I’heure et ne présente
aucune différence significative avec I'annotation manuelle du sommeil a I'aide des signaux
I"'EEG/EMG. Il est intéressant d’observer que selon nos résultats, le systéme piézo ne semble
pas surestimer le sommeil pendant la période lumineuse, mais présente une tendance a la

surestimation pendant la période d’obscurité. Ces résultats nous permettent de penser que la
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non-détection des courtes périodes d’éveil observées sur la Figure 73 ne semble pas associée
a une surestimation du sommeil pendant la période lumineuse, alors que la détection de
« fausses » périodes de sommeil pendant la période d’obscurité semble avoir des effets plus
importants sur I’évaluation du temps de sommeil par heure. L'inverse est observé dans I'étude
de Mang et al., 2014, avec une tendance a la surestimation du sommeil pendant la période
lumineuse. Ces différences peuvent venir du fait que cette étude a été menée sur la souris,
qui présente un sommeil plus polyphasique que le rat et que le sommeil a été annoté a partir

de périodes de 4 secondes.

4.2.4. Evaluation de la fragmentation du sommeil et de I'éveil

Afin d’évaluer les performances du systéme piézo pour évaluer la fragmentation du sommeil
et de I’éveil, nous avons noté la durée de chaque période de sommeil et d’éveil pendant les 7
jours d’enregistrements. Nous avons catégorisé la durée de ces périodes ([10] ; [20] ; [30-40] ;
[50-80] ; [90-160]; [170-320]; [330-640]; [>640] secondes) et la fréquence de chaque
catégorie a été calculée par heure de sommeil pour les deux méthodes d’enregistrement et
pour les deux photopériodes. Il n’y a aucune différence dans la fréquence de I’'ensemble des
catégories des périodes de sommeil entre les deux méthodes d’enregistrement, que ce soit

pour la photopériode 12:12 ou la photopériode 16:8 (Fig. 693, b).
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Figure 69 : Evaluation de la fragmentation du sommeil avec le systéme piézo. a Fréquence des périodes de
sommeil évaluée en EEG/EMG (bleu) et avec le systéeme piézo ( ) pour les animaux 12:12 et b pour les
animaux 16:8.

En revanche, pour les périodes d’éveils, le systeme piézoélectrique a sous-estimé le nombre
d’éveils de moins de 30 secondes et a surestimé le nombre d’éveils de 50 a 640 secondes pour
les animaux soumis a la photopériode 12:12 (Fig. 70a). Nous observons la méme tendance
pour les animaux soumis a la photopériode 16:8, mais la différence n’est pas significative (Fig.

70b).
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Périodes d'éveil
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Figure 70 : Evaluation de la fragmentation de I’éveil avec le systeme piézo. a Fréquence des périodes d’éveil
évaluée en EEG/EMG (bleu) et avec le systeme piézo ( ) pour les animaux 12:12 et b pour les animaux 16:8.
* . p<0,05. ANOVA a deux facteurs (p<0,05 pour le facteur photopériode) et test post-hoc de Tukey avec une
correction de Bonferroni.

Discussion. Nos résultats n’indiquent aucune différence significative pour I'évaluation des
périodes de sommeil de 10 a 640 secondes entre nos deux méthodes d’enregistrement. Le
systeme piézo semble donc permettre une évaluation de la structure du sommeil a I’échelle
de la dizaine de secondes. L'observation que nous avions faite sur la détection de « fausses »
périodes de sommeil pendant la période préférentielle d’activité (Figure 73b) ne semble pas
se vérifier a I'échelle des 7 jours d’enregistrements, le systéme piézo ne surestime pas les
courtes périodes de sommeil comme observé chez la souris (Mang et al., 2014). En revanche,
pour les périodes d’éveil, le systeme piézo sous-estime les périodes d’éveil de 10 a 40
secondes et surestime les périodes d'éveil entre 50 et 640 secondes. Encore une fois, ce
résultat est a I'inverse des résultats observés chez la souris avec une surestimation des courtes
périodes d’éveil (8 secondes) et une sous-estimation des périodes d’éveil de 32-60 secondes
(Mang et al., 2014). En revanche, ce résultat confirme les observations que nous avons faites
sur la présentation des signaux bruts pendant la période préférentielle de sommeil (Figure
73a, période lumineuse) ou encore sur le pourcentage de périodes d’éveils classés par erreur
en périodes de sommeil par le systéme piézo (Table 2). Une explication possible de la sous-
estimation des périodes d’éveil pourrait étre que si I'animal se réveille, mais ne fait aucun
mouvement, les variations de l'activité neuronale visible sur I'EEG peuvent permettre
d’identifier le réveil de I'animal alors que I'EMG seul ou le systéme piézoélectrique ne le
peuvent pas. Une autre explication pourrait étre que, puisque le systeme piézoélectrique
utilise un seuil de décision fixe, méme si un mouvement est enregistré par le systeme, il peut

ne pas étre assez important pour franchir la valeur seuil (voir Méthodes). Cela peut conduire



a une sous-estimation des courts épisodes d'éveil, mais permet également au systéme de ne

pas considérer tous les mouvements parasites survenant pendant le sommeil.

2° partie : Discrimination du sommeil lent et du sommeil paradoxal

avec le systeme piézoélectrique

4.2.5. Différences de signaux piézoélectriques selon le stade de sommeil

Afin d’évaluer la possibilité de discriminer les deux stades de sommeil, nous avons réalisé des
analyses détaillées du signal « brut » de pression enregistré par le systéme piézoélectrique.
Nous avons conduit ces analyses sur les signaux enregistrés pendant les 7 jours
d’enregistrements, mais uniqguement sur les animaux soumis a la photopériode 12:12 (n=7).
Le signal enregistré par le systeme piézoélectrique lorsque I'animal est endormi correspond
majoritairement aux mouvements respiratoires. Ce signal respiratoire enregistré avec le
systéme piézo apparait comme plutot régulier lors du sommeil lent alors qu’il présente plus
de variabilité lors du sommeil paradoxal (Fig. 71a, b). Cette différence de régularité est
amplifiée lors du calcul de I'autocorrélation du signal et cela permet de mettre en évidence la
différence de régularité du signal entre les deux stades de sommeil (Fig. 71c, d). Sur I’'ensemble
des périodes de sommeil lent et de sommeil paradoxal, la moyenne de la différence
d’amplitude absolue (interne a chaque période, correspond a : (valeur maximale — valeur
minimale)) est plus élevée lors du sommeil paradoxal (Fig. 71e). A I'inverse, la déviation
standard de I'autocorrélation lors du sommeil paradoxal est moins élevée que lors du sommeil

lent (Fig. 71f).
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Figure 71 : lllustration de la différence du rythme respiratoire selon le stade de sommeil. a Signaux bruts
enregistrés avec le systeme piézo pendant une période de sommeil lent et b une période de sommeil paradoxal
annoté en EEG/MEG. c et d autocorrélation du signal correspondante a a et b. e Amplitude absolue du signal
piézo calculé sur I'ensemble des périodes de sommeil lent et de sommeil paradoxal. f déviation standard de
I"autocorrélation calculée a partir du signal brut pour I'ensemble des périodes de sommeil lent et de sommeil
paradoxal.

L'application de la transformée de Fourier sur les signaux bruts enregistrés avec le systeme
piézo permet de mettre en évidence une augmentation de la fréquence moyenne pendant le
sommeil paradoxal par rapport au sommeil lent (Fig. 72a), avec des valeurs plus élevées au
maximum (Fig. 72d ; 1,5 Hz pour le sommeil lent, 1,79 Hz pour le sommeil paradoxal), mais
une densité spectrale de puissance plus faible (Fig.72e). Afin de capturer les fugaces variations
fréquentielles du signal piézo, nous avons également réalisé une analyse de la fréquence

instantanée du sommeil lent (Fig. 72b) et du sommeil paradoxal (Fig. 72c).
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Figure 72 : Analyse spectrale du signal piézo correspondant au sommeil lent et au sommeil paradoxal. a Densité
de puissance spectrale (DPS) moyenne du signal piézo pour I'ensemble des périodes de sommeil lent et de
sommeil paradoxal. b Exemples de fréquence instantanée calculés pendant une période de sommeil lent et ¢
pendant une période de sommeil paradoxal. d Fréquence correspondant au maximum de la DPS pour I'ensemble
des périodes de sommeil lent et de sommeil paradoxal. e et f comme pour d, mais pour la DPS maximale et la
fréquence instantanée moyenne, respectivement.



Discussion. La deuxieme partie de notre étude consistait a déterminer la faisabilité de la
discrimination des stades de sommeil lent et paradoxal avec le systeme piézoélectrique.
L'identification de caractéristiques physiologiques spécifiques du sommeil lent et du sommeil
paradoxal a partir d’'une analyse de la fréquence respiratoire est un défi qui a déja été relevé.
Nous savons que le rythme respiratoire lors du sommeil lent est trés régulier, alors que des
études antérieures ont montré une augmentation de la fréquence et de la variabilité du
rythme respiratoire lors du sommeil paradoxal (Snyder et al., 1965). Sur la base de ces
différences, la classification du sommeil lent et du sommeil paradoxal avec un systeme
piézoélectrique a déja été étudiée chez la souris (Yaghouby et al., 2016). En revanche, ces
auteurs ont choisi de ne pas se concentrer sur la différence de fréquence, mais plutét sur
I'instabilité de la respiration pendant le sommeil paradoxal et leurs résultats atteignent de
bonnes performances de classification (Eveil 89%/96%, sommeil lent 51%/96%, sommeil
paradoxal 73%/75%, pour la sensibilité/spécificité respectivement), mais la sensibilité est
assez faible pour le sommeil lent. Nos résultats sont en accord avec ces observations et
mettent en évidence l'irrégularité du signal respiratoire lors du sommeil paradoxal (Figure 71).
Afin d’amplifier cette irrégularité, nous avons utilisé la méthode d’autocorrélation.
L'autocorrélation d’un signal stable diminue progressivement et de maniére réguliere, alors
gue pour un signal instable, I'amplitude diminue rapidement et oscille autour de 0 sur I'axe
des abscisses comme le montre la figure 71. Une description spectrale de I'autocorrélation
associée a des parametres de formes tels que le Kurtosis, I'écart-type, la variation d'enveloppe
et 'opérateur énergétique appelé Teager-Kaiser (Boudraa & Salzenstein, 2018), nous a permis
d’amplifier les différences de régularité de la respiration observées entre le sommeil lent et le

sommeil paradoxal.

Au-dela de la différence de régularité, nous avons également observé une différence de
fréquence du signal respiratoire enregistrer par le systéme piézo pendant le sommeil lent et
le sommeil paradoxal. Une autre équipe s’est intéressée a la fréquence respiratoire de I'animal
endormi et a utilisé un radar Doppler (couplé a un enregistrement vidéo) afin d’analyser la
respiration chez le rat (Zeng et al., 2012). Lors de cette étude, les chercheurs ont également
observé une augmentation de la fréquence respiratoire lors du sommeil paradoxal (2,06 Hz
contre 1,59 Hz pour le sommeil lent). Nos résultats sont en accord avec cette observation,

mais la différence est plus subtile avec nos données (1,88 Hz contre 1,64 Hz pour le sommeil



lent). Cela pourrait étre di a la différence de temps d'enregistrement (56h pour Zeng et 7
jours ici), mais aussi a un manque de sensibilité du systeme piézo par rapport au radar
Doppler. Une autre explication est que notre analyse spectrale provient d'une analyse FFT
(méthode Welch) en utilisant une fenétre glissante de 5 secondes (50% de recouvrement),
limitant l'identification de rapide changement du rythme respiratoire (d’une durée de 1-2
secondes). Afin de résoudre ce probléme, la fréquence instantanée (Fg_inst) calculée a partir
de la transformation de Hilbert (Cohen, 2014) nous permet d’analyser de maniére plus précise
les changements abrupts de fréquence. L'ajout de cette analyse fréquentielle augmente les
performances de classification (+4% pour le sommeil paradoxal), ce qui illustre la

complémentarité entre ce type d'analyse et une approche FFT plus classique.

Finalement, deux résultats majeurs ressortent de ces analyses des signaux bruts
piézoélectriques. Une instabilité du signal respiratoire lors du sommeil paradoxal, qui est la
variable principale qui a été utilisée pour la classification des stades de sommeil dans I'étude
de Yaghouby et al., 2016. Mais également une fréquence respiratoire plus élevée lors du
sommeil paradoxal, qui est la variable principale qui a été utilisée cette fois-ci dans I'étude de
Zeng et al., 2012. Nous avons choisi de combiner ces deux axes dans le calcul de nos variables
pour identifier le stade de sommeil : la différence de régularité et la différence de fréquence.
Nous avons effectué une analyse spectrale compléte du signal (F_max, PSD...) avec une

description de la forme du signal.

4.2.6. Classification du sommeil lent et du sommeil paradoxal avec le systeme
piézoélectrique

A partir des différences décrites précédemment, nous avons calculé un ensemble de
parameétres (45 au total) issus du traitement du signal piézo et choisis comme étant
potentiellement informatifs. Puis nous avons procédé a la sélection mathématique des
parameétres objectivement informatifs pour la discrimination des stades de sommeil (voir
Méthodes). Les parameétres qui ont été sélectionnés comme pertinents pour estimer le stade
de sommeil sont présentés dans la table 5 ci-dessous. Les paramétres non sélectionnés sont
les suivants : fréquence maximale (1-3Hz, RS) ; Rapport PSD (1,4/1,8 Hz, RS ; 1,4/1,6 Hz AC ;
1,6/1,8 Hz AC ; 2/5 Hz AS) ; PSD moyen (0-1Hz, RS) ; PSD moyen (3-5 Hz, RS) ; Ecart-type (RS) ;

Moyenne (AS) ; Variation de I'enveloppe (RS).



Nom du paramétre Type du signal source Description

F_max PwRS Fréquence au maximum

Max_PSD PWRS, PWAS Puissance spectrale max

F_max_1-3 PWRS, PWAS Fréquence max 1-3Hz

Max_PSD_1-3 PwRS, PWAS Puissance spectrale max 1-3Hz
R_PSD_1 PwRS, PwWAS Ratio puissance 1.4Hz / 1.6Hz
R_PSD_2 PwRS, PwWAS Ratio puissance 1.6Hz / 1.8Hz
R_PSD_3 PwRS Ratio puissance 1.4Hz / 1.8Hz
R_PSD_4 PWAS Ratio puissance 2,2Hz / 2,4Hz
R_PSD_5 PwRS Ratio puissance 2Hz / 5 Hz

MPSD_1 PWRS, PWAS Puissance moyenne pondérée 0,1-1Hz
MPSD_1-3 PWRS, PWAS Puissance moyenne pondérée 1-3Hz
MPSD_3-5 PWRS, PWAS Puissance moyenne pondérée 3-5Hz
MPSD_5-7 PWRS, PWAS Puissance moyenne pondérée 5-7Hz
AUC_PSD_1-3 PwRS Aire sous la courbe de puissance 1-3Hz
AUC_PSD_3-5 RS, AS Aire sous la courbe de puissance 3-5Hz
Kt RS, AS, Fq_inst Kurtosis

Std RS, Fg_inst Déviation standard

Mn RS, AS Moyenne

RMS RS, AS, Fg_inst Valeur quadratique moyenne

Env_Var RS, AS Variation de I'enveloppe

Tkeo Opérateur énergétique Teager-Kaiser

Table 5 : Liste des parametres sélectionnés et utilisés pour la classification automatique du sommeil lent et du
sommeil paradoxal. RS : signal brut ; AS : autocorrélation du signal ; Pw : transformé de Fourier avec la méthode
de Pwelch.

En utilisant ces 35 parametres informatifs et apres avoir entrainé notre algorithme (voir
Méthodes), nous avons obtenu, avec 129 700 périodes de sommeil lent et 24 303 périodes de
sommeil paradoxal : 92,5% de sensibilité, 75,5% de spécificité et 89,8% de précision (Table 6).
En effet, 120 000 périodes de sommeil lent (/129 700) ont été bien classées, ce qui correspond
a 92,5%, alors que 9 700 périodes ont été classées a tort en sommeil paradoxal (7,5%). Pour
le sommeil paradoxal, 18 349 périodes (/24 303) ont été correctement classées, ce qui

correspond a 75,5%, alors que 5 954 périodes ont été classées a tort en sommeil lent.

EEG/EMG
Sommeil lent Sommeil paradoxal
Sommeil lent 92,5% (sensibilité) 24,5%
Piezo
Sommeil paradoxal 7,5% 75,5% (spécificité)
Précision 89,8%

Table 6 : Matrice de confusion de la classification du sommeil lent et du sommeil paradoxal avec 'annotation
visuelle en EEG/EMG et I'utilisation d’un algorithme d’apprentissage supervisé pour le systéme piézo. (Sur
129 700 périodes de 10 secondes pour le sommeil lent et 24 303 périodes pour le sommeil paradoxal)



Discussion. En utilisant les 35 parameétres sélectionnés, la discrimination entre le sommeil lent
et le sommeil paradoxal présente une précision de 89,8 % et une sensibilité/spécificité de
92,5%/75,5% par rapport a la méthode EEG/EMG. La spécificité, qui correspond ici a
I'identification correcte du sommeil paradoxal, ne semble pas suffisamment élevée pour
permettre une utilisation en routine du systéme piézo pour les études qui nécessite de
discriminer les deux stades de sommeil. Une des hypotheses pour expliquer que la sensibilité
ne soit pas suffisamment élevée est que la signature respiratoire du sommeil paradoxal ne
présente pas les mémes contraintes temporelles que la signature cérébrale. En effet,
I'identification du sommeil paradoxal par notre algorithme de classification est basée sur
I’'augmentation de la fréquence respiratoire et sur l'irrégularité de la respiration lors du
sommeil de I'animal, alors que l'identification du sommeil paradoxal en EEG/EMG dépend
principalement de la puissance dans la bande de fréquence théta (4-8 Hz). Il est possible qu’un
délai soit présent, soit dans I'apparition, soit dans la disparition de la signature respiratoire du
sommeil paradoxal par rapport a la signature cérébrale. De plus, nous avons observé que la
fréquence respiratoire moyenne est plus rapide et plus instable lors du sommeil paradoxal,
mais au sein méme d’une période de sommeil paradoxal nous observons une alternance entre
des périodes de haute variabilité et de stabilité associée a de rapides changements de
fréquences. Il serait intéressant de comprendre I'origine physiologique de ces changements
de fréquence respiratoire et leur fonction potentielle. Il est également possible que le choix
de périodes de 10 secondes pour identifier les stades de sommeil ne soit pas optimal pour
mettre en évidence ces variations de rythme respiratoire. En outre, lors de la notation visuelle
de 'EEG/EMG, les évaluateurs prennent une décision basée sur le signal de la période
considérée. Mais ils peuvent également utiliser les informations de la période précédente ou
suivante lorsqu’ils ont un doute et que le signal n’est pas trés clair, afin de « lisser » la notation.
Cette méthode est basée sur des preuves physiologiques qui indiquent que la probabilité
d'étre en sommeil paradoxal est plus grande lorsque nous étions en sommeil paradoxal
guelgues secondes auparavant et que nous serons en sommeil paradoxal quelques secondes
plus tard (Vivaldi et al., 2005). C'est pour mettre en ceuvre cette réalité physiologique dans
notre modeéle que nous prenons la moyenne du score basé sur la période actuelle, la période
précédente et la période suivante pour prendre une décision entre le sommeil lent et le

sommeil paradoxal pour la période considérée (voir Zeng et al., 2012).



Une des possibilités pour augmenter les performances d’identification du sommeil paradoxal
dans des études futures serait de combiner plusieurs méthodes non invasives. L’utilisation
d’une caméra infrarouge de haute qualité pourrait potentiellement détecter les changements
de température de surface de la peau liés au stade de sommeil (Lindert & Van Someren, 2018).
Une autre possibilité vient du fait que chez les souris, I'atonie associée a la transition entre le
sommeil lent et le sommeil paradoxal induit un changement subtil de la surface et de la forme
de la souris qui peut étre détectée par I'analyse des données vidéo (McShane et al., 2012). Ce
n’est actuellement pas le cas, mais si I'activité de chaque capteur piézo formant le tapis était
représentée sur une carte d’activation, les changements de forme et de surface du rat ou de
la souris pourraient potentiellement étre détectés par un systéeme piézoélectrique et cela

pourrait permettre de faciliter la discrimination entre les deux stades de sommeil.

L'utilisation du systeme piézoélectrique chez le rat présente tout de méme certaines limites
qui peuvent avoir leur importance selon l'objectif scientifique. Comme le montrent nos
résultats, le systéeme piézo sous-estime les périodes d’éveil de courte durée et surestime les
périodes d’éveil plus longues. Ce résultat vient du fait que le systéme piézo semble avoir du
mal a détecter les courts éveils (comme illustré sur la figure 73), ce qui incite a la prudence
dans les études pharmacologiques liées a I'évaluation de la qualité du sommeil, qui
s'intéressent par exemple aux éveils pendant les périodes de sommeil (comme
I'administration de caféine). De plus, les études pharmacologiques qui utilisent un agent
connu pour modifier la fréquence respiratoire peuvent parfaitement utiliser le systéme
piézoélectrique pour distinguer I'éveil et le sommeil, car il est basé sur le
mouvement/immobilité (tant que I'agent pharmacologique ne joue pas un réle sur la mobilité
de I'animal). Cependant, cela peut affecter la discrimination des stades de sommeil si les effets
sur la respiration ne sont pas les mémes sur le sommeil lent et sur le sommeil paradoxal. Pour
ces études, il peut étre nécessaire d'effectuer un ensemble de quelques animaux avec une
implantation EEG/EMG et de comparer si les caractéristiques sélectionnées pour la
discrimination du sommeil lent et du sommeil paradoxal restent les mémes ou si de nouvelles
caractéristiques doivent étre identifiées. Egalement, pour I'ensemble des études qui utilisent
des modeéles ou la locomotion de I'animal est modifiée, il est nécessaire de réaliser une

vérification des performances du systeme piézo en réalisant une comparaison avec la lecture



de 'EEG/EMG. Une autre limite importante a prendre en compte dans cette étude est que la

notation manuelle des sighaux EEG/EMG a été effectuée par un seul évaluateur.
Conclusion

En conclusion, nos résultats indiquent que 'utilisation du systéme piézoélectrique semble étre
une alternative fiable a la méthode EEG/EMG pour I'étude du temps de sommeil chez le rat.
Nous avons évalué la robustesse du systéme en réalisant ces analyses sur 7 jours et en
modifiant le rythme classique de sommeil des animaux. De plus, nous avons démontré la
possibilité de discriminer le sommeil lent et le sommeil paradoxal avec le systeme piézo en

utilisant les différences de rythmes respiratoires associés aux stades de sommeil.



« Il n’y a pas de douleur que le sommeil ne
sache vaincre ».

Honoré de Balzac (1799 — 1850)



ETUDE N°3

Intérét de I'allongement de la photopériode
pour la récupération d’une blessure
musculaire
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Résumé

Les blessures musculaires sont fréquentes chez le sportif et le militaire (Lopez-Valenciano et
al., 2020; Lovalekar et al., 2021). L'optimisation de la récupération d’une blessure est un enjeu
majeur tout d’abord pour favoriser la guérison, mais également pour minimiser le temps
d’incapacité induit par la Iésion et permettre une reprise rapide de I'entrainement ou des
opérations militaires. De récents travaux ont montré que I'extension de sommeil diminue la
sensibilité a la douleur et pourrait étre bénéfique a la récupération d’une blessure musculaire
(Chennaoui et al., 2021; Simonelli et al., 2019). Notre étude précédente (Etude n°1) montre
une augmentation du temps de sommeil en réponse a une blessure musculaire induite par
une myotoxine. Premiérement, nous souhaitons étudier la possibilité de potentialiser cette
réponse adaptative du sommeil a la blessure par de I'extension de sommeil induit par un
allongement de la photopériode. Ensuite, si cela fonctionne, nous souhaitons rechercher les

potentiels bénéfices de cette potentialisation sur la récupération de la blessure musculaire.

Ainsi, le premier objectif de cette troisieme étude était d’évaluer la possibilité de réaliser de
I'extension de sommeil sur des animaux aprés une blessure musculaire induite par une
myotoxine. Le rat étant un animal nocturne, I'augmentation du temps d’exposition a la
lumiere chaque jour, c’est-a-dire en passant d’une photopériode classique 12:12 (heures de
lumiére : heures d’obscurité) a une photopériode « allongée » 16:8, offre plus de fenétres
d’opportunité de sommeil a I'animal. Ceci va donc induire, en I'absence de toutes potentielles
perturbations, une augmentation du temps de sommeil pendant les 4 heures d’allongement

de la lumiére comme cela a déja été observé chez le rongeur (Sauvet et al., 2018).

Pour déterminer les effets de I'allongement de la photopériode chez I'animal blessé, nous
avons enregistré 'EEG/EMG de 16 rats Wistar séparés en deux groupes (n=8) : un groupe
d’animaux blessés par injection de cardiotoxine dans le muscle Tibialis Anterior (BLS) et un
groupe d’animaux controle qui n’ont pas subi d’injection (CTL), exposés a une photopériode
allongée (16:8). A partir de ces enregistrements EEG/EMG, nous avons analysé plusieurs
paramétres du sommeil : le temps total de sommeil (TTS), le temps passé par stade de
sommeil ainsi que la puissance et la fréquence de chaque bande de fréquence (delta, théta,
alpha, béta) au cours du sommeil. Nous nous sommes aussi intéressés a la stabilité du sommeil

en étudiant les quantités d’épisodes de sommeil en fonction de leur durée. Ces différents



parameétres ont été analysés a partir de trois jours avant la blessure (J-3) jusqu’a 7 jours post-
blessure (J+7). Le changement de photopériode est effectué le méme jour que I'induction de
la blessure musculaire (a J0). Afin de vérifier I'efficacité de I’allongement de la photopériode,
nous avons comparé ces données aux données de sommeil des animaux exposés a la

photopériode 12:12 provenant de I'étude n°1.

Premierement, nous observons une augmentation du TTS pendant la période d’allongement
de la lumiére pour les animaux controles 16:8 par rapport aux controles 12:12. Ce résultat
confirme I'’étude de Sauvet et al., 2018 : I'extension de sommeil est vérifiée chez des animaux
non blessés dans nos conditions expérimentales. En outre, il n'y a pas de différences
significatives entre le TTS des animaux controles 16:8 et le TTS des animaux blessés 16:8 au
cours de cette période d’allongement de la lumiére. De plus, au cours de cette période, de JO
al+7,le TTS des animaux blessés 16:8 est significativement supérieur a celui des blessés 12:12.
Ces résultats illustrent I'efficacité de I'allongement de la photopériode pour augmenter le
temps de sommeil des animaux blessés. Pendant cette période d’allongement de la lumiére,
le temps total de sommeil lent des animaux blessés 16:8 est de surcroit plus élevé que celui
des contrbles 16:8 pendant les deux premiers jours post-blessure (a JO et J+1). Or, notre
précédente étude (voir Etude n°1) montre que la réponse adaptative a la blessure est
caractérisée par une augmentation du temps de sommeil lent pendant 72 heures post-
blessure. Notre résultat semble ainsi traduire un effet cumulatif de la réponse adaptative du
sommeil a la blessure et a I'extension de sommeil, provoqué par I'allongement de la période

de lumiere.

Pendant la période d’obscurité, nous observons une augmentation similaire du TTS pour les
animaux blessés 16:8 et 12:12, en lien avec la réponse adaptative du sommeil a la blessure.
Les animaux blessés 16:8 présentent ainsi une augmentation du TTS pendant la période
d’allongement de la lumiére sur les 7 jours d’enregistrement, et également une augmentation
du TTS pendant la période d’obscurité sur deux jours post-blessure. L’ensemble de ces
résultats montre que les animaux blessés 16:8 présentent un TTS par jour plus élevé a la fois
par rapport aux blessés 12:12, mais également par rapport aux controles 16:8 pendant les

premiers jours post-blessure.

Par ailleurs, I'analyse de la durée des périodes de sommeil et I'analyse spectrale du sommeil

montre que le sommeil lent des animaux blessés 16:8 est plus stable et est associé a une



puissance relative en ondes lentes plus importante par rapport aux sommeil des animaux

blessés 12:12, pendant la période d’allongement de la lumiére.

Le second objectif de cette étude était d’évaluer les effets de I'allongement de la
photopériode sur la sensibilité a la douleur induite par la blessure. Le seuil de sensibilité a la
douleur a été évalué quotidiennement pendant 14 jours sur les animaux blessés 16:8 et
blessés 12:12, a I'aide du test de Von Frey. L'allongement de la photopériode a permis de
limiter 'augmentation de sensibilité mécanique a la douleur induite par la blessure et a
également permis son retour plus rapide a des niveaux de base. De plus, au 14¢ jour
d’allongement de la photopériode, la concentration des cytokines pro-inflammatoires TNF-a
et IL-2 et de la chimiokine CXCL1 dans I'hippocampe des animaux blessés 16:8 est
significativement inférieure a celle des animaux blessés 12:12. Cette diminution de
I'inflammation pourrait étre en lien avec les effets bénéfiques de l'allongement de la

photopériode sur la douleur.

Le troisieme objectif de cette étude était d’évaluer les effets de I'allongement de la
photopériode sur des paramétres biologiques et histologiques de la réparation musculaire.
L’évaluation des parametres biologiques (cytokines pro-inflammatoires et facteurs de
croissance) et histologiques (taille des fibres musculaires, nombre de noyaux centraux,
nombre de capillaires par fibres ...) a été faite sur les muscles blessés 12:12 ou 16:8, prélevés
a deux moments clé de la réparation musculaire : a J+2 et J+14 post-blessure. Aucun effet
significatif de I'allongement de la photopériode n’a été observé sur les parametres biologiques

et histologiques du muscle blessé.

Une autre question originale que nous souhaitions aborder était celle des effets biologiques
et histologiques des 14 jours d’allongement de la photopériode sur des fibres musculaires
provenant d’animaux non blessés. Pour cela nous avons analysé le nombre et I'aire de section
transversale des fibres musculaires des muscles Tibialis Anterior (TA) et Gastrocnemius (GC)
prélevés sur des animaux contrbles exposés a la photopériode 12:12 ou 16:8, et nous avons
réalisé des dosages des facteurs impliqués dans la croissance des fibres musculaires (IGF-1,
TGFB ...). Que ce soit pour le TA ou le GC, les animaux non blessés soumis a la photopériode
16:8 présentent une aire de section transversale des fibres musculaires plus élevée que les
animaux soumis a la photopériode 12:12, sans augmentation significative des facteurs de

croissance.
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5.1. Matériel et Méthodes

1 - Animaux et protocole expérimental

Les expérimentations ont nécessité |'utilisation de 64 rats Wistar males (Laboratoire Charles
Rivers, France) répartis en deux groupes principaux : 16 rats implantés chirurgicalement pour
recueillir les signaux EEG/EMG/température (partie « Sommeil ») ; 48 rats non implantés
(partie « Muscle »). Pendant la semaine d’acclimatation, I’'ensemble des animaux ont été logés
a 4 par cage (612 x 435 x 216 mm) sous une photopériode lumiére/obscurité de 12 heures
(éclairage de 08:00 heures a 20:00 heures) avec de la nourriture et de I'eau disponibles ad

libitum dans un environnement a température (21°C £2°C) et ventilation (ACH 70) contrélées.

Les animaux correspondant a la partie « Sommeil » ont été implantés avec des émetteurs de
télémétrie permettant d’enregistrer |'EEG/EMG/température aprés la période
d’acclimatation. Aprés la chirurgie, les animaux ont été logés individuellement dans une
armoire ventilée (BIO-C36, Tecniplast ; Buguggiate, Italie) et ont bénéficié d'une période de
récupération de 10 jours. Ensuite, I'ensemble des animaux ont été enregistrés
(EEG/EMG/Temp/Vidéo) pendant 3 jours — ligne de base (de J-3 a J-1) — sous la photopériode
12:12. Aprés ces 3 jours, les animaux ont été séparés en 2 groupes (n=8 par groupe) : un
groupe d’animaux contréles (CTL) et un groupe d’animaux « blessés » (BLS) exposés a la
photopériode 16:8 (S-CTL 16:8 et S-BLS 16 :8). Les animaux du groupe blessé ont recu, a 08:00
a JO, une injection de 400uL (10uM, réalisée en deux points d’injections de 200uL) de
cardiotoxine (CTX, Latoxan, France) dans le TA droit (sans ouvrir la peau) sous une anesthésie
de 10 minutes au vetflurane (1-2%) couplé a une injection sous-cutanée de buprénorphine
(0,05mg/kg) pour I'analgésie. Les animaux du groupe contréle ont été anesthésiés pendant 10
minutes sous vetflurane (1-2%) pour contréler les effets de I'anesthésie sur les paramétres du
sommeil. Le changement de photopériode a été effectué en méme temps que l'induction de

la blessure musculaire a JO.

Les animaux correspondant a la partie « Muscle » ont été logés individuellement apres la
semaine d’acclimatation. lls n’ont pas subi de chirurgie et ont été séparés en 4 groupes de 16
animaux : un groupe « Muscle » (M-) CTL soumis a la photopériode 12:12 (M-CTL 12:12), un
groupe CTL 16:8 (M-CTL 16:8), un groupe BLS 12:12 (M-BLS 12:12) et un groupe BLS 16:8 (M-

BLS 16:8). La procédure pour la blessure est similaire a celle pour les animaux de la partie



« Sommeil ». Dans chacun des 4 groupes, la moitié des animaux (n=8) ont été euthanasiés 2
jours (« Muscle-J2 ») et les autres animaux 14 jours (« Muscle-J14 ») aprés I'induction de la
blessure. Nous avons réalisé une évaluation quotidienne des seuils de sensibilité a la douleur
avec le test de von Frey de J-3 a J13 (pas de mesure de JO a J3) sur les animaux « Muscle-J14 ».
L'étude a été approuvée par le comité institutionnel d'éthique animale (protocole DAP_11-

2019).

a Partie "Sommeil" : Analyses du sommeil

Animaux implantés

Enregistrements continus >
Période d'analyse >
i
‘l Ligne de base Photoperiode 16:8 ou 12:1I2 (Commence a Jour 0)
Jour -3 Jour 0 Jour +7 Jour +14

S-BLS 16:8 (n=8) Prélévements

S-CTL 16:8 (n=8) des muscles
% S-BLS 12:12 (n=8)
* S-CTL 12:12 (n=8) / . Implant télémétrique
Camera _ ;i/vIEEG/EMG & Temperature
Paramétres locomoteurs N \;\

b Partie "Muscle" : Analyses de la douleur et de la réparation musculaire

Animaux non-implantés : Muscle-J2 et Muscle-J14

DA~ S ¢ DGR R SR S U & R SR + SR & G ¢
Ligne de base Photoperiode 12:12 ou 16:8 (Commence a Jour 0)
Jour -3 Jour 0 Jour +2 ———> Pprélévements du sang et <<——— Jour +14
Groupes Muscle-J2 des tissus Groupes Muscle-J14
M2-BLS 16:8 (n=8) S M14-BLS 16:8 (n=8)
M2-CTL 16:8 (n=8) e N\ M14-CTL 16:8 (n=8)
% M2-BLS 12:12 (n=8) {“\j( | \ M14-BLS 12:12 (n=8)
% M2-CTL 12:12 (n=8) . M14-CTL 12:12 (n=8)

vr :Test de Von Frey

; : % : Groupes d'animaux provenant de I'étude n°1
(évaluation de la douleur)

Figure 73 : Représentation du protocole expérimental. Cette étude se déroule en deux parties, une premiére
partie se concentre sur I'étude du sommeil et nécessite I'implantation d’un émetteur de télémétrie pour
enregistrer 'EEG/EMG/Température des animaux. Puis une seconde partie ou les animaux ne subissent pas de
chirurgie afin de permettre une évaluation optimale des niveaux de douleur (test de Von Frey), et plusieurs
paramétres biologiques et histologiques du tissu musculaire sain et en cours de réparation.



2 - Implantation télémétrique, acquisition et analyse des signaux EEG/EMG/ et de la
température

Les animaux « Sommeil » ont été implantés avec des émetteurs pour l'enregistrement de
I’'EEG/EMG/Température (HD-X02, Data Sciences International, St Paul, USA). La procédure
chirurgicale est décrite dans les Méthodes de I’étude n°1. Nous avons enregistré les signaux
EEG/EMG/Température en utilisant Neuroscore 6.0 (DSI, St Paul, MN, USA). Les signaux de
température ont été échantillonnés a 10Hz tandis que les signaux EEG et EMG ont été
échantillonnés a 500Hz. L’annotation manuelle des périodes de 10 secondes en tant qu’éveil,
sommeil lent et sommeil paradoxal, les analyses spectrales et la détection/analyse des

spindles a été effectuée selon les mémes principes que ceux décrits pour I'étude n°1.

3 - Evaluation de la douleur

Nous avons utilisé le test électronique de Von Frey 5 (BIO-EVF5, Bioseb, USA) avec les cages
de contention associées (BIO-PVF, Bioseb, USA) afin d’évaluer I’évolution du seuil de
sensibilité a la douleur en réponse a la blessure pour les animaux du groupe « Muscle-J14 ».
La description précise du test est détaillée dans I'étude Ferrier et al., 2016. Brievement, une
pression croissante est appliquée sous la patte de I'animal, dés que |'animal retire sa patte, la
pression correspondante est automatiquement enregistrée et correspond au seuil de douleur
de l'animal. Au cours de chaque test, deux mesures par patte sont effectuées. Pendant la
semaine d'acclimatation, les animaux ont été placés dans la cage de contention pendant 1 a 2
heures par jour et stimulés doucement avec la pointe sous la patte afin de les habituer aux
conditions du test. Les deux derniers jours de la semaine d’acclimatation, le test de Von Frey
a été réalisé en conditions réelles. Les mesures ont commencé a étre enregistrées a partir du
premier jour de la ligne de base (J-3 avant l'injection de CTX) et quotidiennement jusqu’a J+13,

sauf les 4 premiers jours (pour des raisons éthiques) aprés l'injection de CTX (de JO a J+3).




Figure 74 : lllustration de la réalisation du test de Von Frey. L’animal est placé dans une cage sur une grille
perforée. L'expérimentateur tient un manche métallique sur lequel est positionné un cone en plastique fin.
L’expérimentation applique une pression croissante avec ce cone sur le dessous de la patte de I'animal, dés que
I'animal retire sa patte, la valeur de pression qui était appliquée est automatiquement sauvegardée et
correspond au seuil de sensibilité mécanique a la douleur. (Woo Um et al., 2019)

4 - Euthanasie et prélevements

Groupes de la partie « Sommeil ». Les animaux ont été sacrifiés par décapitation, avec une
anesthésie préalable faite au vetflurane (2% dans la cage a induction, 5 min). Les TA ont été

prélevés et congelés dans I'isopentane (-100°C) refroidi par de I'azote liquide.

Groupes de la partie « Muscle ». Les animaux « Muscle-J14 » et « Muscle-J2 » ont été
sacrifiés par décapitation, sans anesthésie préalable. Le sang a directement été récupéré et
centrifugé a 3000g pendant 10 minutes, le plasma a été fractionné par aliquots qui ont été
placés a -80°C en attendant les dosages biochimiques. Le cortex frontal et I’hippocampe ont
été prélevés sur glace et directement plongés dans de |'azote liquide. Les TA droits
(correspondants a la patte blessés) ont été prélevés sur glace puis coupés en deux, une moitié
étant dédiée aux analyses histologiques (congelée dans I'isopentane a -100°C) et I'autre moitié
aux dosages biochimiques (plongée dans I'azote liquide) pour les animaux « Muscle-J2 »
seulement. Pour les animaux « Muscle-J14 », les TA droits ont été prélevés puis entierement
dédiés aux analyses histologiques. Les TA gauches ont été prélevés et coupés en deux pour les
deux groupes d’animaux, une moitié étant dédiée aux analyses histologiques et I'autre moitié
aux dosages biochimiques. Les GC droits et gauches des animaux Muscle-J14 ont également

été prélevés.

| Tibialis Anterior |

Figure 75 : Identification des muscles Tibialis Anterior et Gastrocnemius chez le rat.



5 — Immunomarquages et coloration

Des coupes transversales de 8 um des muscles congelés ont été réalisées au cryostat
(CryoStar, NX70, Epredia). L'ensemble des immunomarquages ont été réalisés, avec, une
étape de blocage d’une heure avec de I'Emerald (#936B-08 Sigma-Aldrich, US). Pour les
immunomarquages au CD31/Laminine/Dapi, les coupes ont été incubées avec I'anticorps
primaire anti-Laminine ([1/200] Lapin IgG, #ab11575, Abcam) et I'anticorps primaire anti-
CD31 ([1/200] Souris, #ab64543) toute la nuit a +4°C dans une chambre humide. Apres des
lavages, les coupes ont été incubées avec les anticorps secondaires ([1/500] Ane anti-lapin
Alexa 488, #A-21206, ThermoFisher; [1/500] Ane anti-souris Alexa 594, #A-21203,
ThermoFisher) pendant 1h dans I'obscurité a température ambiante. Pour les marquages au
WGA (Wheat Germ Agglutinin), les coupes ont été incubées avec I'anticorps anti-WGA
([1/1000] WGA Alexa 555 #W32464, ThermoFisher) pendant 45 min dans I’obscurité a 4°C.
Pour les typages des chaines lourdes de myosines, les coupes ont été incubées avec les
anticorps anti-MHC | ([1/200] Souris 1gG2b #BA-D5-s, Developmental Studies Hybridoma Bank
(DSHB)), anti-MHC lIA ([1/200] Souris igG1 #SC-71-s, DSHB), anti-MHC 1B ([1/50] Souris IgM
#BF-F3-s, DSHB) et anti-laminine ([1/200] Lapin IgG, #ab11575, Abcam) pendant 45 min a 37°C.
Apreés des lavages, les coupes ont été incubées avec les anticorps secondaires ([1/500] Chévre
anti-souris 1gG2b Alexa Fluor 647 #A21242 ; Chévre anti-souris IgG1 Alexa Fluor 568 #A21124 ;
Chévre anti-souris IgM Alexa Fluor 488 #A21039 ; Chevre anti-lapin 1gG Alexa Fluor 750
#A21039). Les lamelles ont ensuite été montées avec un milieu de montage contenant du Dapi
(#ab104139). Les colorations Hémalun-Phloxine-Safran (HPS) ont été réalisées en plongeant
les coupes dans I'Hémalun (pour 100 mL : 0.2g Hematein, 5g Alun de Potassium, 2 mL Acide
Acétique, 98 mL d’eau distillée), ensuite dans la Phloxine (0.5g/100mL) et le Safran
(2g/1000mL) puis une déshydratation a I'alcool (70, 95, 100%).

6 — Analyses des images histologiques

Les coupes ont été scannées (10X, Axioscan Z1, Zeiss, Allemagne). Le pourcentage de la zone
blessé a été calculé manuellement sur FlJI (2.11.0) comme étant (la surface totale contenant
des noyaux centraux / surface totale du muscle) a partir des immunomarquages WGA. Le
nombre de fibres musculaires, I'aire de section transversale (CSA) de chaque fibre musculaire,

le nombre de fibres musculaires en fonction du type de myosine et leur CSA correspondante,



ainsi que le nombre de noyaux par fibres, ont été calculés automatiquement en utilisant I’outil

bio-informatique « MuscleJ » sur FlJI (Mayeuf-Louchart et al., 2018).
7 - Dosages biochimiques

Pour les dosages biochimiques, chaque tissu (musculaire et cérébral) a été décongelé et broyé
dans un milieu de broyage spécifique (Ph 7,4, 25 Mm Hepes, 0,1% CHAPS, 5 Mm MgCl2, 0,3
UM Aprotinine, 1 Mm Leupetine, 14uM E64, 130 uM Bestatine, 1 Mm EDTA, 2 Mm AEBSF). Le
contenu total en protéine de chaque surnageant a été évalué selon I'absorbance a 795 nm
(BioDrop). Les concentrations en TNF-a, IL-1B, IL-6 (non détectée), CXCL1, IL-2 et IL-10 des
tissus et du plasma ont été mesurées en utilisant un ELISA multiplex (Simoa Planar Array Assay
Rat Cytokines Panel 1, SP-X, Quanterix). Les concentrations en IGF-1, TGF-B (libre et total),
VEGF, et BMAL1 ont été mesurées a l'aide de kits ELISA classiques (IGF-1: MG100, R&D
systems ; TGFp libre : Legend Max, Biolegend ; TGF-B total : Legend Max, BioLegend ; VEGF :
ERVEGFA, Invitrogen ; BMAL1 : MBS1607686, MyBioSource) pour le TA, le cortex frontal,

I’"hippocampe et le plasma (hormis pour BMAL1).
8 — Analyses statistiques

Les analyses statistiques des séries temporelles (analyses du sommeil, de la température, du
mouvement) ont été menées en utilisant des statistiques par permutations décrites dans
I’étude n°1 (Maris & Oostenveld, 2007) réalisée en développant notre propre algorithme sur
Matlab (2019b, MathWorks). Le test statistique utilisé est le test t de Student et la correction
du risque d’erreur de type 1 a été faite par la méthode de Benjamini-Hochberg. Les résultats
associés a des comparaisons de deux moyennes (surface de lésions, poids des muscles,
concentrations protéiques ...) ont été analysés a I'aide de test de Student (données suivant la
loi normale) ou de test de Mann-Whitney dans le cas de données non normales, réalisés sur
Jamovi (1.6.23). La normalité des données a été vérifiée a I'aide du test de Shapiro-Wilk,
I’'homogénéité des variances par le test de Levene. La comparaison de la distribution de Ia
surface de section des fibres musculaires et les concentrations protéiques avec quatre
groupes (groupes « Muscle-J2 ») a été réalisée avec une ANOVA a deux facteurs
(photopériode et surface de section) suivie par des tests posthoc de Wilcoxon dans le cas de
données suivant la loi normale. Dans le cas de données non normales, nous avons utilisé une

ANOVA de Friedman avec des tests posthoc de Durbin-Conover.
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5.2. Résultats

5.2.1. Effets de I’allongement de la photopériode sur le temps de sommeil des
animaux blessés.

L'objectif de cette premiére partie est d’évaluer la possibilité d’induire de I'extension de
sommeil par allongement de la photopériode chez I'animal aprés une blessure musculaire.
Pour cela nous avons analysé le TTS et le temps passé en sommeil lent et en sommeil
paradoxal sur des animaux blessés (n=8) et non blessés (n=8) soumis a la photopériode
allongée 16:8. Afin d'identifier en détail les effets de I’allongement de la photopériode, nous
avons analysé le sommeil pendant la période d’allongement de la lumiéere (de 20:00 a 00:00),
pendant la période de lumieére commune (de 08:00 a 20:00), la période d'obscurité commune

(de 00:00 a 08:00) et également par jour (de 08:00 a 08:00). Cela de J-3 a J+7 post-blessure.

Nous avons choisi d’exprimer les résultats pour le sommeil en pourcentage de changement
par rapport a la ligne de base (calculée de J-3 a J-1) étant donné que cela nous permet de
comparer les modifications du sommeil pour les mémes animaux soumis a la photopériode
12:12 puis 16:8 (« intra-groupe »), mais également de comparer les profils de sommeil entre

différents animaux soumis aux deux types de photopériode (« inter-groupe »).

L’extension de sommeil induit par I'allongement de |la photopériode est caractérisée, chez le
rat non blessé, par une augmentation du temps de sommeil pendant la période d’allongement
de la lumiére placée de 20:00 a 00:00 (Sauvet et al., 2018). Ainsi, afin de vérifier que nous
sommes capables de reproduire ces résultats, nous avons tout d’abord comparé le sommeil
des animaux controles 16:8 avec le sommeil des animaux controles 12:12 provenant de
I’étude n°1 pendant cette période d’allongement de la lumiére. Nous avons choisi de ne pas

répliquer le groupe expérimental des animaux contrdles 12 :12 pour des raisons éthiques.

Pendant la période d’allongement de la lumiéere (entre 20:00 et 00:00), nous observons un TTS
significativement plus élevé pour les animaux controles 16:8 par rapport aux animaux
contrbles 12:12 de JO a J+7 (Fig. 76a). La méme dynamique est observée pour le temps total
de sommeil lent, qui est significativement plus élevé de JO a J+7 et pour le temps total de

sommeil paradoxal, qui est significativement plus élevé de J+1 a J+7 (Fig. 76b, c).
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Figure 76 : Temps total de sommeil et temps passé en sommeil lent et paradoxal pendant la période
d’allongement de la lumiére. a Temps total de sommeil pendant la période d’allongement de la lumiére, de
20:00 a 00:00, pour les animaux des groupes « Sommeil » (S-) : contréles 12:12 (S-CTL 12:12, courbe pleine noire)
et les animaux contréles 16:8 (S-CTL 16:8, courbe pointillée verte), de J-3 a J+7 en pourcentage de changement
par rapport a la ligne de base (de J-3 a J-1), b pour le temps total de sommeil lent et ¢ pour le temps total de
sommeil paradoxal. Les rectangles de couleur verte indiquent les différences statistiques (p<0,05) entre les deux
groupes, évalués par des tests statistiques par permutations avec une correction de Benjamini-Hochberg (voir
Meéthodes), n=8 animaux par groupe.

Il s’agit maintenant d’évaluer les effets de I’allongement de la photopériode chez I'animal
blessé. Afin de distinguer les effets propres de la modification de la photopériode de ceux dus
a la blessure, nous avons comparé le sommeil des animaux blessés exposés a la photopériode
16:8 avec deux groupes d’animaux : les animaux non blessés exposés a la photopériode 16:8
(différences statistiques indiquées par le rectangle bleu), mais également avec les animaux
blessés exposés a la photopériode 12:12 (différences statistiques indiquées par le rectangle

rouge) provenant de I'étude n°1.

Premiérement, il n'y a pas différence de TTS entre les animaux blessés 16:8 et controles 16:8
pendant la période d’allongement de la lumiére (Fig. 84a). En revanche, le TTS est plus élevé
de JO a J+7 pour les animaux blessés 16:8 par rapport aux animaux blessés 12:12 (Fig. 77a,
rectangle rouge). De maniere similaire, le temps total de sommeil lent des animaux blessés

16:8 est significativement plus élevé que celui des animaux blessés 12:12, de JO a J+7 (Fig. 77b,
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rectangle rouge). De plus, a JO et J+1, le temps total de sommeil lent des animaux blessés 16:8
est plus élevé que celui des animaux controéles 16:8 (Fig. 77b, rectangle bleu) puis il n’y a plus
de différences a partir de J+2. Le temps total de sommeil paradoxal est significativement plus
élevé de J+3 a J+7 pour les animaux blessés 16:8 par rapport aux animaux blessés 12:12 (Fig.
77c¢, rectangle rouge) et il n’y a pas de différence entre les animaux blessés 16:8 et controles
16:8.
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Figure 77 : Temps total de sommeil et temps passé en sommeil lent et paradoxal de 20:00 a 00:00 pendant la
période d’allongement de la lumiére. a Temps total de sommeil pendant la période d’allongement de la lumiére,
de 20:00 a 00:00, pour les animaux des groupes « Sommeil » (S-) : controles 16:8 (S-CTL 16:8, courbe pointillée
verte), blessés 12:12 (S-BLS 12:12, courbe pleine rouge) et blessés 16:8 (S-BLS 16:8, courbe pointillée rouge) de
J-3 3 J+7 en pourcentage de changement par rapport a la ligne de base (de J-3 a J-1), b pour le temps total de
sommeil lent et ¢ pour le temps total de sommeil paradoxal. Les rectangles de couleurs indiquent les différences
statistiques (p<0,05) entre les groupes entre les groupes S-CTL 16:8 et S-BLS 16:8 (rectangles bleus) et entre les
groupes S-BLS 12:12 et S-BLS 16:8 (rectangles rouges) évalués par des tests statistiques par permutations avec
une correction de Benjamini-Hochberg (voir Méthodes), n=8 animaux par groupe.

Quand nous nous intéressons spécifiqguement a la période lumineuse commune (de 08:00 a
20:00), nous observons une importante diminution du TTS a JO suivi par une augmentation a
J+1 pour les animaux blessés 16:8 par rapport aux animaux contréles 16:8 (Fig. 78a). Il n'y a
pas de différence entre les animaux blessés 12:12 et 16:8 et nous observons les mémes
résultats pour le sommeil lent et le sommeil paradoxal, avec une diminution a JO suivie par un

rebond a J+1 (Fig. 78b, c). Ce phénomeéne est d(i a I'injection de buprénorphine qui a eu lieu a
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JO pour les deux groupes d’animaux blessés (voir Etude n°1). En effet, nous avons contrdlé les
effets de la buprénorphine lors de notre précédente étude et nous avons constaté une forte
diminution de sommeil a la suite de son injection (a 08:00), suivi par un rebond de sommeil a
J+1. En revanche, nous observons un temps total de sommeil paradoxal plus faible pour les

animaux blessés 16:8 par rapport aux animaux blessés 12:12 de J+5 a J+7 (Fig. 78c).
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Figure 78 : Temps total de sommeil et temps passé en sommeil lent et paradoxal pendant la période commune
de lumiére. a Temps total de sommeil pendant la période commune de lumiére de 08:00 a 20:00 pour les
animaux des groupes « Sommeil » (S-) : controles 16:8 (S-CTL 16:8, courbe pointillée verte), blessés 12:12 (S-BLS
12:12, courbe pleine rouge) et blessés 16:8 (S-BLS 16:8, courbe pointillée rouge) de J-3 a J+7 en pourcentage de
changement par rapport a la ligne de base (de J-3 a J-1), b pour le temps total de sommeil lent et ¢ pour le temps
total de sommeil paradoxal. Les rectangles de couleurs indiquent les différences statistiques (p<0,05) entre les
groupes S-CTL 16:8 et S-BLS 16:8 (rectangles bleus) et entre les groupes S-BLS 12:12 et S-BLS 16:8 (rectangles
rouges) évalués par des tests statistiques par permutations avec une correction de Benjamini-Hochberg (voir
Méthodes), n=8 animaux par groupe.

Pendant la période commune d’obscurité (de 00:00 a 08:00), le TTS est plus élevé pour les
animaux blessés 16:8 par rapport aux animaux controles 16:8 a JO et J+1 (Fig. 79a). Nous
observons la méme dynamique pour le temps total de sommeil lent, avec une augmentation
similaire pour les deux groupes d’animaux blessés (Fig. 79b). En revanche, il n'y a pas de
différences pour le temps total de sommeil paradoxal (Fig. 79c). Nous noterons également un
TTS plus faible pour les animaux blessés 16:8 par rapport aux animaux blessés 12:12 a J+4,

ainsi qu’un temps total de sommeil paradoxal plus faible a J+6 (Fig. 793, c).
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Figure 79 : Temps total de sommeil et temps passé en sommeil lent et paradoxal pendant la période commune
d’obscurité. a Temps total de sommeil pendant la période commune d’obscurité de 00:00 a 08:00 pour les
animaux des groupes « Sommeil » (S-) : contrdles 16:8 (S-CTL 16:8, courbe pointillée verte), blessés 12:12 (S-BLS
12:12, courbe pleine rouge) et blessés 16:8 (S-BLS 16:8, courbe pointillée rouge) de J-3 a J+7 en pourcentage de
changement par rapport a la ligne de base (de J-3 a J-1), b pour le temps total de sommeil lent et ¢ pour le temps
total de sommeil paradoxal. Les rectangles de couleurs indiquent les différences statistiques (p<0,05) entre les
groupes S-CTL 16:8 et S-BLS 16:8 (rectangles bleus) et entre les groupes S-BLS 12:12 et S-BLS 16:8 (rectangles
rouges) évalués par des tests statistiques par permutations avec une correction de Benjamini-Hochberg (voir
Méthodes), n=8 animaux par groupe.

Quand nous analysons le temps de sommeil par jour (toutes les périodes de lumiéere et
d’obscurité incluses), nous retrouvons la diminution du TTS, du temps de sommeil lent et du
temps de sommeil paradoxal a JO pour les animaux blessés 16:8 et 12:12 (Fig. 80a-c). Ensuite,
le TTS par jour est plus élevé pour les animaux blessés 16:8 par rapport aux animaux controles
16:8 a J+1 et J+3 (Fig. 80a). De plus, le TTS par jour des animaux blessés 16:8 est également
plus élevé par rapport aux animaux blessés 12:12 a J+2 puis a J+6 et J+7 (Fig. 80a). Ces
différences proviennent d’'une augmentation spécifique du temps de sommeil lent alors que
le sommeil paradoxal ne présente pas de différences significatives (Fig. 80b, c). En effet, le
temps total de sommeil lent par jour est plus élevé pour les animaux blessés 16:8 de J+1 a J+3
par rapport aux animaux contréles 16:8 (Fig. 80b) et a J+1, J+2, J+6 et J+7 par rapport aux

animaux blessés 12:12 (Fig. 80b).
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Figure 80 : Temps total de sommeil et temps passé en sommeil lent et paradoxal par jour. a Temps total de
sommeil par jour pour les animaux des groupes « Sommeil » (S-) : contréles 16:8 (S-CTL 16:8, courbe pointillée
verte), blessés 12:12 (S-BLS 12:12, courbe pleine rouge) et blessés 16:8 (S-BLS 16:8, courbe pointillée rouge) de
J-3 a J+7 en pourcentage de changement par rapport a la ligne de base (de J-3 a J-1), b pour le temps total de
sommeil lent et ¢ pour le temps total de sommeil paradoxal. Les rectangles de couleurs indiquent les différences
statistiques (p<0,05) entre les groupes S-CTL 16:8 et S-BLS 16:8 (rectangles bleus) et entre les groupes S-BLS 12:12
et S-BLS 16:8 (rectangles rouges) évalués par des tests statistiques par permutations avec une correction de
Benjamini-Hochberg (voir Méthodes), n=8 animaux par groupe.

Discussion. Le TTS est significativement augmenté pendant les 4 heures d’allongement de la
lumiere (de 20:00 a 00:00) pour les animaux contrdles 16:8 par rapport aux animaux contréles
12:12. Ce résultat est en accord avec I’étude de Sauvet et al., 2018 qui montre que I'extension
de sommeil induite par la photopériode 16:8 est due a une augmentation du TTS pendant la
période d’allongement de la lumiére. Cela permet ainsi de valider la faisabilité de I'extension
de sommeil chez I'animal non blessé dans nos conditions expérimentales. Nous avons ensuite
montré, qu’il n’y a pas de différence significative entre le TTS des animaux contrdles 16:8 et
blessés 16:8 au cours de cette période prolongée de lumiére. D’autre part, le TTS des animaux
blessés 16:8 est significativement plus élevé que le TTS des animaux blessés 12:12 au cours de
la période d’allongement de la lumiere, de JO a J+7. Ces résultats démontrent |'efficacité de la
modification de la photopériode pour augmenter le temps de sommeil des animaux blessés

pendant la période d’allongement de la lumiére, et donc pour induire de I'extension de
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sommeil. De plus, le temps total de sommeil lent pendant cette période d’allongement de la
lumiere est plus élevé pour les animaux blessés 16:8 a JO et J+1 par rapport aux animaux
controéles 16:8. Ce résultat suggere un aspect cumulatif de la réponse adaptative du sommeil
a la blessure musculaire et de I'extension de sommeil provoquée par I'allongement de la
période de lumiére. En effet, la réponse adaptative du sommeil a la blessure est caractérisée
par une augmentation du temps de sommeil pendant 72 heures post-blessure (voir Etude n°1,
Vanneau et al.,, 2023). Qui plus est, nous observons une augmentation similaire du TTS,
spécifique au sommeil lent, pour les deux groupes d’animaux blessés, 16:8 et 12:12 pendant
la période d’obscurité (Vanneau et al., 2023). Il est intéressant d’observer que les animaux
blessés 16:8, qui profitent d’une opportunité de sommeil supplémentaire juste avant la
période d’obscurité (de 20:00 a 00:00) présentent tout de méme une augmentation de temps

de sommeil similaire aux animaux 12:12 pendant la période d’obscurité (de 00:00 a 08:00).

Conformément a nos résultats précédents, le temps de sommeil paradoxal n'est pas soumis a
des modifications en réponse a la lésion musculaire (Vanneau et al., 2023). Selon nos résultats,
le temps de sommeil paradoxal par jour n’est également pas modifié par I'allongement de la
photopériode. Ce constat est en accord avec les études précédentes sur I'allongement de la
période lumineuse qui observent une augmentation du temps de sommeil par jour spécifique
au sommeil lent (Borbély & Neuhaus, 1978; Sauvet et al., 2018). Dans notre étude cependant,
I'analyse du temps de sommeil par période d’intérét révele qu’il y a bien une augmentation
du temps de sommeil paradoxal pendant la période d’allongement de la lumiere. Mais cette
augmentation est contrebalancée par une diminution du temps de sommeil paradoxal
pendant la période de lumiere commune et nous n’observons pas de différence du temps de
sommeil paradoxal par jour. Cela suggére une régulation homéostatique spécifique de la

guantité quotidienne de sommeil paradoxal (Barbato & Wehr, 1998; Park & Weber, 2020).

5.2.2. Effets de I'allongement de la photopériode sur des parametres de la
qualité du sommeil des animaux blessés.

Outre la quantité de sommeil, nous avons caractérisé les changements de qualité de sommeil
induit par la modification de la photopériode chez I'animal blessé. Comme pour la quantité de
sommeil, nous avons évalué des parameétres de qualité du sommeil (stabilité du sommeil,
puissance des ondes lentes et densité des spindles) par jour, pour la période de lumiere

commune, pour la période d'obscurité commune et pour la période d’allongement de la



lumiére. Une des composantes de la qualité du sommeil est sa stabilité, représentée par la
durée des périodes de sommeil (Mavanji et al., 2010). Alors que les longues périodes de
sommeil (>170 secondes) sont associées a la stabilité du sommeil chez le rat, les courtes
périodes de sommeil (10 a 40 secondes) sont associées a un sommeil fragmenté. Nous avons
calculé la durée de chaque période de sommeil de J-3 a J+7 apreés la blessure et nous avons
évalué la fréquence (nombre de périodes par heure de sommeil) de ces périodes en fonction
de leur durée : courte (de 10 a 40 secondes), moyenne (de 50 a 160 secondes) ou longue (>170

secondes). Etant donné les résultats sur le temps de sommeil, nous avons choisi de présenter

ici les résultats concernant le sommeil lent, les résultats associés au sommeil paradoxal sont

disponibles au niveau de la figure 100 en annexe.

Que ce soit pour les courtes, moyennes ou longues périodes de sommeil lent, il n'y a pas de
modification de leur fréquence (exprimée en pourcentage de changement par rapport a la
fréquence calculée pendant la ligne de base) par jour, pour la période commune de lumiére

ou pour la période commune d'obscurité (Fig. 81a-i).
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Figure 81 : Fréquence des périodes de sommeil lent en fonction de leur durée par jour, pour la période
lumineuse commune et la période d’obscurité commune. a Fréquence des périodes de sommeil lent de 10 a 40
secondes pour les animaux des groupes « Sommeil » (S-) implantés avec un émetteur EEG/EMG : contréles 16:8
(S-CTL 16:8, courbe pointillée verte), blessés 12:12 (S-BLS 12:12, courbe pleine rouge) et blessés 16:8 (S-BLS 16:8,
courbe pointillée rouge) de J-3 a J+7 en pourcentage de changement par rapport a la ligne de base (de J-3 a J-1),
b pour les périodes de sommeil de 50 a 160 secondes et ¢ pour les périodes de sommeil de >170 secondes. d, e,
f respectivement similaires a a, b, ¢ pour la période de lumiére commune et g, h, i pour la période d’obscurité
commune, =8 animaux par groupe.
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En revanche quand nous nous intéressons spécifiguement a la période d’allongement de la
lumiere (de 20:00 a 00:00), nous observons une diminution significative de la fréquence des
courtes périodes de sommeil de J+1 jusqu’a J+7 pour les animaux blessés 16:8 comparés aux
blessés 12:12 (Fig. 82a). La fréquence des moyennes périodes de sommeil est également plus
faible pour les animaux blessés 16:8 a J+1, J+2 et a J+4 et J+5 (Fig. 82b), alors que la fréquence
des longues périodes de sommeil est plus importante pour les animaux blessés 16:8 a J+6

comparés aux blessés 12:12 (Fig. 82c).
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Figure 82 : Fréquence des périodes de sommeil en fonction de leur durée pour la période d’allongement de la
lumiére. a Fréquence des périodes de sommeil de 10 a 40 secondes pour les animaux des groupes « Sommeil »
(S-) implantés avec un émetteur EEG/EMG : contréles 16:8 (S-CTL 16:8, courbe pointillée verte), blessés 12:12 (S-
BLS 12:12, courbe pleine rouge) et blessés 16:8 (S-BLS 16:8, courbe pointillée rouge) de J-3 a J+7 en pourcentage
de changement par rapport a la ligne de base (de J-3 a J-1), b pour les périodes de sommeil de 50 a 160 secondes
et ¢ pour les périodes de sommeil de >170 secondes. Les rectangles de couleurs indiquent les différences
statistiques (p<0,05) entre les groupes S-CTL 16:8 et S-BLS 16:8 (rectangles bleus) et entre les groupes S-BLS 12:12
et S-BLS 16:8 (rectangles rouges) évalués par des tests statistiques par permutations avec une correction de
Benjamini-Hochberg (voir Méthodes), n=8 animaux par groupe.

Le ratio de la fréquence des courtes / longues périodes de sommeil est ainsi plus élevé pour
les animaux blessés 16:8 comparés aux blessés 12:12, de J+1 a J+7 pendant la période

d’allongement de la lumiere (Fig. 83).
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Figure 83 : Ratio des courtes / longues périodes de sommeil pendant la période d’allongement de la lumiére.
Fréquence des courtes périodes de sommeil (en pourcentage de changement par rapport a la ligne de base)
divisée par la fréquence des longues périodes de sommeil (en pourcentage de changement par rapport a la ligne
de base) pendant le sommeil lent, pour la période d’allongement de la lumiére, de J-3 3 J+7 pour les animaux S-
BLS 12:12 et S-BLS 16:8. Les astérisques rouges indiquent les différences (p<0,05) évaluées par des tests
statistiques par permutations avec une correction de Benjamini-Hochberg (voir Méthodes), n=8 animaux par
groupe.

Un autre parameétre associé a la qualité du sommeil est la puissance des ondes lentes (c'est-
a-dire la puissance delta) pendant le sommeil lent (Vyazovskiy, 2015). Parallelement a
I'augmentation de la stabilité du sommeil, nous avons observé une augmentation de la
puissance relative des ondes delta pendant le sommeil lent de la période d’allongement de la
lumiere pour les animaux blessés 16:8 par rapport aux blessés 12:12 de J+1 a J+7 (Fig. 84),

alors qu'il n'y a pas de modification pour les autres périodes (Fig. 101 en annexe).
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Figure 84 : Puissance relative des ondes delta pendant le sommeil lent au cours de la période d’allongement
de la lumiére. Puissance (calculée a 'aide de la transformée de Fourier) relative des ondes delta (0,5-4 Hz / 0,5
— 35 Hz) pendant le sommeil lent, exprimé en pourcentage de changement par rapport a la ligne de base, pour
la période d’allongement de la lumiére, de J-3 a J+7 pour les animaux S-BLS 12:12 et S-BLS 16:8. Les astérisques
rouges indiquent les différences (p<0,05) évaluées par des tests statistiques par permutations avec une
correction de Benjamini-Hochberg (voir Méthodes), n=8 animaux par groupe.

Nous avons également évalué la densité des spindles (c.-a-d. le nombre de spindles par minute
de sommeil lent), un parameétre associé a plusieurs fonctions telles que la stabilité du sommeil
(Fernandez & Liithi, 2020). De maniére surprenante, la densité des spindles pendant la période
d’allongement de la lumiere est plus faible pour les animaux blessés 16:8 par rapport aux

blessés 12:12 de J+2 a J+7 (Fig. 85).
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Figure 85 : Evolution de la densité des spindles pendant la période d’allongement de la lumiére. Densité des
spindles pendant le sommeil lent, en pourcentage de changement de la ligne de base pour la période
d’allongement de la lumiere, de J-3 a J+7 pour les animaux S-BLS 12:12 et S-BLS 16:8. Les astérisques rouges
indiquent les différences (p<0,05) évaluées par des tests statistiques par permutations avec une correction de
Benjamini-Hochberg (voir Méthodes), n=8 animaux par groupe.

Discussion. Outre I'augmentation de la quantité de sommeil, nous constatons un changement
significatif de la stabilité du sommeil et donc de la qualité du sommeil pendant la période
d’allongement de la lumiére chez les animaux blessés 16:8 par rapport aux blessés 12:12.
Avec, a la fois une réduction des périodes de sommeil courtes (10-40 secondes) et une
augmentation des périodes de sommeil longues (>170 secondes), résultant en un sommeil
plus stable pour les animaux blessés 16:8 (Gall et al., 2008; Stephenson et al., 2012). De plus,
nous observons une puissance relative des ondes delta plus élevée pendant le sommeil lent,

reflétant un sommeil potentiellement plus réparateur (Decker et al., 2009; Gorlova et al.,
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2019). En effet, le sommeil lent est associé a la libération de I'hormone de croissance (GH) et
a la synthése protéique (Ramm & Smith, 1990; Van Cauter et al., 2004) et la puissance delta
est corrélée a la sécrétion de GH et représente un marqueur du « pouvoir réparateur » du

sommeil (Prinz et al., 1995; Tasali et al., 2008).

En revanche, la densité des spindles est significativement diminuée pour les animaux blessés
16:8 de J+2 a J+7. C'est un résultat inattendu étant donné que nous observons en paralléle,
une augmentation de la stabilité du sommeil et que les spindles sont impliqués dans la
stabilisation du sommeil (Fernandez & Luthi, 2020). De plus, la régulation homéostatique des
spindles est inversement corrélée a I'activité en ondes lentes qui marque la pression de
sommeil, le nombre de spindles est faible en début de période sommeil et augmente au cours
du sommeil (Borbély et al., 1981; De Gennaro et al., 2000; Dijk et al., 1993; Finelli et al., 2001).
Cependant, Wei et al., 1999 observent une diminution du nombre de spindles a la fin de la
période de sommeil et il est possible que ce phénomene soit d’autant plus important en

condition d’extension de sommeil.

En conclusion, nos résultats montrent que le changement de photopériode induit une
augmentation de la quantité de sommeil, et que ce sommeil « étendu » est de meilleure
gualité. Cela renforce notre hypothése de potentiels effets bénéfiques de I'extension de la
photopériode sur certains indicateurs de la récupération de la blessure musculaire,

notamment la sensibilité a la douleur.

5.2.3. Effets de I'allongement de la photopériode sur la sensibilité a la douleur
mécanique des animaux blessés.

Un des indicateurs indirects de la récupération d’'une blessure musculaire est la douleur
associée a la blessure. Des études ont montré que la quantité et la qualité du sommeil sont
des facteurs pouvant moduler la sensibilité a la douleur (Brennan & Lieberman, 2009; Faraut
et al., 2015; Simonelli et al., 2019), mais cela n’a jamais été démontré dans un contexte de
blessure musculaire. Ainsi, nous avons voulu évaluer les effets de I'allongement de la
photopériode sur la sensibilité a la douleur des animaux blessés. Pour cela, nous avons
effectué des tests de Von Frey de J-3 a J+13 sur des animaux blessés, mais non implantés
(groupes « Muscles-J14 (M14) ») soumis soit a la photopériode 12:12, soit a la photopériode
16:8 (voir Fig. 80b pour les détails du protocole). Le 14¢ jour, nous avons prélevé le muscle

blessé afin de comparer les parametres de la blessure (poids du muscle et surface de lésion)



pour les deux groupes d’animaux. Nous avons également prélevé |I'hippocampe et le cortex
frontal sur lesquels nous avons effectué des dosages de facteurs inflammatoires associés au
traitement de la douleur au niveau central (Mokhtari et al., 2019; Mutso et al., 2012). Ces
mesures ont été effectuées sur des animaux non implantés afin d’éviter les potentiels biais
induits par la chirurgie d'implantation télémétrique sur les facteurs inflammatoires que nous

avons choisi de quantifier.

Nos résultats montrent que la blessure musculaire induit une diminution des niveaux de
pression entrainant le retrait de la patte de I'animal, tant pour les animaux soumis a la
photopériode 12:12 que pour ceux soumis a la photopériode 16:8. Cependant, les niveaux de
pression sont significativement plus bas pour les animaux 12:12 dés le premier jour de mesure
aprés induction de la blessure (a J+4) jusqu'a la fin de I'expérience (a J+13) par rapport aux
niveaux de pression des animaux 16:8. De plus, les animaux blessés 16:8 reviennent a des
valeurs de pression similaires a celles mesurées avant la blessure a J+9, a I'inverse des animaux
12:12 qui ne retrouvent pas des valeurs de pression comparables a celles mesurées avant la

blessure méme a J+13 (Fig. 86).
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Figure 86 : Evolution du seuil de sensibilité a la douleur mécanique a la suite de I'induction de la blessure et a
I'allongement de la photopériode. Valeurs de pression moyenne associée au retrait de la patte des animaux lors
du test de Von Frey (en grammes) pour la patte blessée des animaux M14-BLS 12:12 (courbe rouge pleine) et la
patte blessée des animaux M14-BLS 16:8 (courbe rouge pointillé) de J-3 a J+13. Aucun test de Von Frey n’est
effectué pendant les trois premiers jours post-blessure. Les différences statistiques (p<0,05) entre les deux
groupes sont indiquées par le rectangle de couleur rouge, les différences avec la ligne de base pour les animaux
12:12 sont indiquées par le rectangle de couleur verte et pour les animaux 16:8 par le rectangle de couleur
violette, évaluées par des tests statistiques par permutations avec une correction de Benjamini-Hochberg (voir
Méthodes), n=8 animaux par groupe.



A J+14, les animaux ont été euthanasiés et nous avons prélevé le TA blessé pour I'histologie,
et les tissus cérébraux (hippocampe et cortex frontal) du fait des travaux du laboratoire
montrant I'augmentation du facteur neurotrophique IGF-1 dans le cortex frontal aprés 14
jours d’extension de sommeil (Chennaoui et al., 2017), donc des effets centraux. Nous avons
pesé le muscle blessé et calculé la surface de la zone en réparation (pour évaluer a posteriori
le pourcentage de surface de lésion) avec un immunomarquage au WGA afin d’évaluer les
potentielles différences entre les blessures des animaux 12:12 et 16:8 (Fig. 87a, b). ll n’y a
aucune différence significative pour le poids relatif du TA (rapporté au poids de I'animal) et la
surface de la lésion musculaire entre les animaux blessés 12:12 et 16:8 (Fig. 87c, d). Pour
I’hippocampe et le cortex frontal, nous avons réalisé des dosages d’IGF-1 et de molécules
impliquées dans l'inflammation et donc dans la régulation centrale de la douleur et du
sommeil. Au niveau de I'hippocampe, la concentration (exprimée en pg/mg de protéines
totales) des cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-2) et de la chimiokine CXCL1 est plus
faible chez les animaux blessés 16:8 par rapport aux blessés 12:12 (Fig. 87¢). En revanche au
niveau du cortex frontal, la concentration en IL-2 est significativement plus élevée pour les

animaux blessés 16:8 (Fig. 87f).
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Figure 87 : Parameétres de la lésion musculaire et du contenu cérébral aprés 14 jours d’allongement de la
photopériode. a Coupe transversale de TA apres un immunomarquage au WGA pour un animal M14-BLS 12:12
et b pour un animal M14-BLS 16:8. c Boxplot représentant le poids du TA divisé par le poids du corps des animaux

152



pour chaque groupe et d pourcentage de surface de la Iésion musculaire. Contenu protéique en cytokines pro-
et anti-inflammatoires et en facteurs de croissance au niveau e de I"hippocampe, f du cortex frontal. Cytokines
pro-inflammatoires : Facteur de nécrose tumoral (TNF-a), interleukine (IL)-1B, interféron (IFN)-y, chimiokines C-
X-C motif ligand (CXCL)-1, IL-2; Cytokines anti-inflammatoires : 1I-10; Facteurs de croissance : facteur de
croissance semblable a l'insuline (IGF)-1, facteur de croissance vasculaire endothélial (VEGF), facteur de
croissance transformant (TGF)-B total et libre, récepteur Al a 'adénosine (A1R) ; prélevements réalisés a 08:00
au Jour +14. *: p<0,05, test t de Student, n=8 animaux par groupe : animaux blessés 12:12 (M14-BLS 12:12,
courbe rouge pleine) et 16:8 (M14-BLS 16:8, courbe rouge pointillé).

Discussion. Le lien entre sommeil et sensibilité a la douleur parait assez bien établi dans des
situations de manque de sommeil (Brennan & Lieberman, 2009; Faraut et al., 2015;
Lewandowski et al., 2010; Moldofsky, 2001). Une douleur chronique intense est elle-méme
associée a une diminution de la qualité du sommeil (Foley et al., 2007; Power et al., 2005) et
une mauvaise qualité du sommeil est associée a une augmentation de l'intensité de la douleur
(Haack & Mullington, 2005; Kundermann et al., 2004; Simpson et al., 2018). |l a été démontré
gu’une augmentation du temps de sommeil a la suite d’'une restriction de sommeil (un
sommeil de « récupération ») permet de réduire la sensibilité a la douleur (Davies et al., 2008).
Cependant, les effets d’'une extension de sommeil sur la douleur hors privation de sommeil et
dans un contexte de blessure musculaire n’ont jamais été démontrés. Simonelli et al., 2019
ont montré que |'extension du sommeil permet d’augmenter la tolérance a la douleur, mais
n'affecte pas le seuil de sensibilité a la douleur. Par ailleurs, Roehrs et al., 2012 ont augmenté
le temps de sommeil d'adultes sains jugés « endormis » (les individus dorment en moyenne
7,28 heures par jour, mais présentent des scores de latence de sommeil pathologiques)
pendant 4 jours, et cela s’est traduit par une augmentation de la latence de retrait des doigts
(+25%) lors du test de la plaque chauffante. Ainsi, notre étude est en accord avec ces
observations faites dans des contextes différents, et améne un résultat original sur les effets
bénéfiques de I'augmentation de la durée totale du sommeil sur la sensibilité a la douleur
mécanique induite par une blessure musculaire. Nous pouvons tout d’abord remarquer que
le niveau de pression de la ligne de base (et a partir de J+8 pour les animaux blessés 16:8) se
situe autour de 70-80g, ce qui est en accord avec les valeurs moyennes mesurées pour des
animaux non blessés dans la littérature (Ferrier et al., 2016). Nos résultats montrent ensuite
que, pour les deux groupes d’animaux, la blessure musculaire induit une diminution des
valeurs de pression associée au retrait de la patte des animaux. En revanche, les animaux
blessés exposés a la photopériode 12:12 présentent des valeurs de pression significativement

plus basses que celles mesurées pour les animaux 16:8, cela dés la premiére mesure (J+4)



jusqu’a la fin de I'expérimentation (J+13). Par ailleurs, pendant les 13 jours de mesures, les
valeurs de pression mesurées pour les animaux blessés 12:12 sont significativement plus
basses que les valeurs de pression a I'état basal (mesurées avant I'induction de la blessure).
Concernant les animaux blessés 16:8, les valeurs de pression mesurées ne présentent plus de
différences significatives avec les valeurs mesurées a |’état basal (avant la blessure) a partir de
J+8. Ainsi, non seulement I'allongement de la photopériode a permis de limiter la diminution
des seuils de sensibilité a la douleur induite par la blessure, mais elle a également permis un

retour plus rapide au niveau de base.

Un des mécanismes qui pourrait étre impliqué dans ces effets sur la sensibilité a la douleur
mécanique chez les animaux blessés serait une différence de I’activité locomotrice entre les
animaux 12:12 et 16:8. En effet, il est connu que I'immobilisation d’un muscle quelques jours
apres une blessure est bénéfique pour la réparation musculaire, notamment en limitant la
mise en place de tissu fibreux (Jarvinen et al., 2005, 2007). Par ailleurs, cette période
d’'immobilisation ne doit pas étre trop longue et la balance entre immobilisation et
remobilisation est un facteur important pour optimiser la récupération fonctionnelle d’une
blessure (Jarvinen & Lehto, 1993; Jarvinen et al., 2013). Afin de mesurer les effets potentiels
de I'allongement de la photopériode sur I'activité locomotrice des animaux, nous avons filmé
les animaux implantés (groupes « Sommeil ») pendant 24 heures avant le changement de
photopériode et 7 jours aprés le changement de photopériode. Pour les animaux blessés,
I'allongement de la photopériode induit une diminution de la distance parcourue pendant les
4 heures supplémentaires de lumiére (Figure 102 en annexe). Nous ne pouvons donc pas
exclure que I'ajout de cette période d’inactivité pour les animaux 16:8 ne soit pas impliqué
dans I'établissement des effets bénéfiques de I'allongement de la photopériode sur Ila
sensibilité a la douleur. Cependant, cette diminution de la distance parcourue pendant la
période d’allongement de la lumiére n’induit pas de différence significative sur les moyennes
journalieres de la distance parcourue entre les animaux blessés 16:8 et 12:12 (Figure 103 en

annexe).

Il est important de signaler que notre mesure de la sensibilité a la douleur est effectuée sous
la patte blessée des animaux, donc a proximité de la Iésion musculaire, mais n’est pas

effectuée directement sur le muscle blessé. Ce n’est pas une évaluation directe de la douleur



au niveau de la Iésion et nos résultats ne peuvent pas étre mis en relation directe avec les

niveaux inflammatoires du muscle blessé.

Ensuite, nous avons tenté d’identifier les potentiels intermédiaires biologiques en lien avec
les effets de I'allongement de la photopériode sur la douleur. Pour cela, nous avons effectué
des analyses biochimiques sur des tissus prélevés 14 jours apres l'induction de la blessure. Ces
résultats peuvent étre mis en relation avec la différence de sensibilité a la douleur mesurée a
J+13, mais nous n'avons pas effectué d'analyse biochimique pendant I'évaluation de la
douleur. Premierement, a J+14 le poids des muscles ainsi que le pourcentage de surface lésée
sont similaires entre les animaux blessés 12:12 et 16:8, ce qui suggere que la différence de
sensibilité a la douleur, au moins a J+13, ne provient pas d'une différence de taille de la Iésion
musculaire. Deuxiemement, nous avons observé des concentrations plus faibles de plusieurs
cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-2 et CXCL1) dans I'hippocampe. L'hippocampe est une
structure cérébrale impliquée dans la perception de la douleur aigué et chronique (Espinoza
& Habas, 2018; Leknes & Tracey, 2008; Liu & Chen, 2009; Wang et al., 2016). Plusieurs études
ont montré que la douleur chronique était associée a des anomalies dans I'hippocampe, telles
gu'une neurogenese réduite, qui pourrait résulter d’une augmentation des facteurs
inflammatoires (Mokhtari et al., 2019; Mutso et al., 2012). De plus, la privation de sommeil
induit une augmentation des marqueurs inflammatoires dans I'hippocampe, qui pourrait étre
impliqué dans I'effet négatif de la privation de sommeil sur la douleur (Chennaoui et al., 2015;
Nijs et al., 2017; Wadhwa et al., 2017). Ainsi, nous pouvons faire I’hypothese que I'effet anti-
inflammatoire de I'extension du sommeil au niveau de I'hippocampe soit bénéfique pour
réduire I'augmentation de sensibilité a la douleur induite par la Iésion musculaire. Des études
supplémentaires sur les mécanismes neurobiologiques mis en jeu par I'extension de sommeil

sur la sensibilité a la douleur sont nécessaires.

5.2.4. Caractérisations biologiques et histologiques des effets de 2 et 14 jours
d’allongement de la photopériode sur la réparation musculaire du muscle
Tibialis anterior.

Nous avons observé une augmentation du temps total de sommeil lent (induit par
I'allongement de la photopériode) a J+1 et J+2 pour les animaux blessés 16:8 par rapport aux
blessés 12:12. Afin d’étudier les effets potentiels de cette augmentation du temps de sommeil

lent sur les étapes trés précoces de la réparation musculaire, nous avons analysé les taux de



cytokines pro-inflammatoires et de facteurs de croissance au niveau du muscle d’animaux
blessés non implantés deux jours apres I'allongement de la photopériode et I'induction de la

blessure (Groupes « Muscle-J2 (M2) »).

Les colorations HPS réalisées sur les TA prélevés deux jours apres l'induction de la blessure
témoignent de la nécrose de la quasi-totalité des fibres musculaires, que ce soit pour les
animaux 12:12 ou 16:8. Nous observons un important infiltrat de cellules immunitaires qui est
caractéristique de la phase pro-inflammatoire précoce du processus de réparation musculaire
(Fig. 88a, b). Nos dosages effectués a J+2 post-blessure rendent compte de la réponse
biologique a la nécrose musculaire massive induite par I'injection de CTX et du début de la
réparation musculaire. Cette « signature biologique » de la blessure musculaire a J+2 est
similaire entre les animaux blessés 12:12 et 16:8. Elle est caractérisée par une augmentation
importante des cytokines pro-inflammatoires, IL-13 et CXCL1, et anti-inflammatoire IL-10, des
facteurs de croissance IGF-1 et TGFp (sous la forme libre et totale), et une diminution du TNF-
a et du VEGF par rapport aux animaux controles, quelle que soit la photopériode (Fig. 88c). Il

n’y a aucune différence significative entre les TA des animaux blessés 12:12 et 16:8.
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Figure 88 : Réponse biologique a la blessure musculaire aprés deux jours d’allongement de la photopériode. a
Coupe transversale de TA deux jours apres l'induction de la blessure colorée a I’'HPS pour un animal soumis a la
photopériode 12:12 et b pour un animal soumis a la photopériode 16:8 (barre d’échelle pour le muscle entier :
1000um et 100pm pour le zoom). ¢ Résultats des dosages (voir Méthodes) réalisés sur le TA prélevé a 08:00 deux
jours apres I'induction de la blessure musculaire pour les animaux de la partie « Muscle » (M2-) controles 12:12
(M2-CTL 12:12, courbe noire pleine) et les animaux blessés 12:12 (M2-BLS 12:12, courbe rouge pleine), pour les
animaux contrdles 16:8 (M2-CTL 16:8, courbe noire pointillée) et blessés 16:8 (M2-BLS 16:8, courbe rouge
pointillé). Il n’y a pas de différence entre les deux groupes contrdles et entre les deux groupes blessures. * :
p<0,05. Anova a deux facteurs (blessure et photopériode) suivie de tests posthoc de Wilcoxon avec correction
de Bonferroni. Les astérisques rouges indiquent les différences entre les groupes blessés et les groupes controles
au sein de chaque photopériode, n=8 animaux par groupe.

Ensuite, nous avons analysé I'effet de 14 jours d’allongement de la photopériode sur des
parametres histologiques permettant d’évaluer la réparation musculaire : I'aire de surface
transversale des fibres musculaires (CSA) ; le nombre des fibres musculaires (total et par type
de fibres) et leur nombre de noyaux par fibre et de capillaires associés par fibre sur des

animaux blessés non implantés (Groupes « Muscle-J14 (M14) »).

Les immunomarqguages visualisant la laminine et les noyaux (par le Dapi) effectués sur des
coupes transversales de TA (Fig. 89a, c) nous permettent de calculer, a I'aide de I'outil Muscle)

(voir Méthodes) la taille de chaque fibre musculaire.
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Figure 89 : Cartographies avec distribution spatiale de I’aire de section transversale des fibres musculaires avec
I'outil MusclelJ. a Coupe transversale des TA prélevés 14 jours aprés I'induction de la blessure pour un animal
blessés 12:12 et pour un animal blessé 16:8 aprés un immunomarquage anti-laminine (marque la membrane
basale des fibres musculaires en vert) et au DAPI (marque les noyaux en bleu), b pour un animal M14-BLS 16:8.
¢, d Cartographie de la CSA des fibres musculaires calculée automatiquement a I'aide de MuscleJ pour les coupes
de muscles a et b, respectivement.

Il n'y a aucune différence dans la distribution de la CSA des fibres musculaires entre les
animaux blessés 12:12 (calculée sur 78 924 fibres au total) et les animaux blessés 16:8
(calculée sur 77 542 fibres ; Fig. 90a) ou pour la CSA moyenne des fibres musculaires (Fig. 90b).
Le nombre moyen de fibres musculaires par muscle entre les deux groupes d’animaux n’est
également pas différent (Fig. 96c) et le poids relatif du TA (rapporté au poids de I'animal) est

similaire entre les animaux blessés 12:12 et 16:8 (Fig. 96d).
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Figure 90 : Effet de 'allongement de la photopériode sur les fibres musculaires du TA en réparation. a Aire de
section transversale (CSA) des fibres musculaires du TA blessé ([0-1000] ; [1000-2000] ; [2000-3000] ; [3000-
4000] ; [4000-5000] ; [5000-6000] ; [>6000] um?) prélevé 14 jours aprés I'induction de la blessure musculaire
pour les animaux de la partie « Muscle » (M14-) blessés 12:12 (M14-BLS 12:12, en orange) et pour les animaux
blessés 16:8 (M14-BLS 16:8, en violet). b CSA moyenne pour I’ensemble des fibres musculaires pour les animaux
M14-BLS 12:12 et M14-BLS 16:8, c nombre de fibres musculaires et d poids du TA/poids du corps multiplié par
100. Anova de Friedman pour la fréquence des fibres musculaires en fonction de leur SST et tests t de Student
pour les parametres représentés par des boxplots, n=8 animaux par groupe.

Nous avons également analysé la CSA des fibres musculaires en fonction du type de fibres

musculaires. Pour cela nous avons réalisé un marquage ciblant les différents types de chaines
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lourdes de myosine permettant d’identifier les fibres de type 1B, IIA et les fibres de type | (Fig.
9143, b). Le signal de notre marquage anti-1I1B était trop faible pour différencier, avec MuscleJ,
les fibres IIB marquées et les fibres [IX non marquées. C’est pourquoi nous avons choisi de
regrouper ces deux types de fibres. Il n'y a pas de différence en termes de fréquence des types
de fibres musculaires entre les deux groupes (Fig. 91c) et la CSA des fibres musculaires pour
chaque type de fibres musculaires n'est pas non plus différente entre les animaux blessés

12:12 et 16:8 (Fig. 91d).
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Figure 91 : Effet de I'allongement de la photopériode sur la fréquence et I'aire de section transversale des
fibres musculaires en fonction de leur type. a Coupe transversale du TA aprés un immunomarquage des types
de fibres musculaires (type 11X non marqué en noir ; IIB en jaune ; IIA en rose ; | en rouge) prélevé 14 jours apres
I'induction de la blessure musculaire pour les animaux de la partie « Muscle » (M14-) blessés 12:12 (M14-BLS
12:12) et b pour les animaux blessés 16:8 (M14-BLS 16:8) ¢ Fréquence des types de fibres musculaires pour les
animaux blessés 12:12 (M14-BLS 12:12, en orange) et pour les animaux blessés 16:8 (M14-BLS 16:8, en violet),
d CSA pour chaque type de fibres musculaires. Anova a deux facteurs (photopériode et type de fibres) pour la
fréquence et la CSA des fibres musculaires, n=8 animaux par groupe.

Un autre parametre de la réparation musculaire analysé est le nombre de noyaux centraux

par fibre musculaire. La détection des noyaux est effectuée a I'aide du marquage au Dapi (en
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bleu) et chaque fibre musculaire est individualisée a I'aide du marquage a la Laminine (Fig.
91a). Il n'y a pas de différence dans le nombre moyen de noyaux centraux par fibre musculaire
(Fig. 91b) ou dans la fréquence du nombre de noyaux centraux par fibres musculaires ([1] ;

[2]; [3]) entre les animaux blessés 12:12 et 16:8 (Fig. 91c).
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Figure 92 : Effet de 'allongement de la photopériode sur le nombre de noyaux centraux par fibre musculaire.
a Coupe transversale d’un TA d’un animal M14-BLS 12:12 avec un immunomarquage de la laminine (en vert) et
des noyaux par le Dapi (en bleu). b Nombre de noyaux centraux pour les animaux blessés 12:12 (M14-BLS 12:12,
en orange) et pour les animaux blessés 16:8 (M14-BLS 16:8, en violet). ¢ Fréquence des fibres musculaires en
fonction du nombre de noyaux centraux pour les animaux blessés 12:12 (M14-BLS 12:12, en orange) et pour les
animaux blessés 16:8 (M14-BLS 16:8, en violet). Test t de Student pour le nombre moyen de noyaux centraux et
Anova de Friedman pour la fréquence du nombre de noyaux centraux par fibre musculaire, n=8 animaux par
groupe.

Nous avons également évalué le nombre de capillaires sanguins par fibre musculaire en
utilisant un immunomarquage de la protéine CD31 (« cluster differentiation 31 » ; Fig. 92a) :

il n'y a pas de différence entre les deux groupes d’animaux (Fig. 92b).
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Figure 93 : Nombre de capillaires par fibre musculaire du TA blessé en réponse a l'allongement de la
photopériode. a Coupe transversale d’un TA blessé pour un animal M14-BLS 12:12 aprés un immunomarquage
au CD31 (qui marque les capillaires sanguins en rouge), b nombre de capillaires par fibre musculaire pour les
animaux blessés 12:12 (M14-BLS 12:12, en orange) et pour les animaux blessés 16:8 (M14-BLS 16:8, en violet).
Test t de Student, n=8 animaux par groupe.

Discussion. Nous n’observons pas d’effet significatif de I'allongement de la photopériode sur
les parameétres histologiques de la réparation musculaire que nous avons évalués. Deux jours
apres l'allongement de la photopériode et I'induction de la blessure, nos résultats confirment
la présence d’'une nécrose généralisée des fibres du muscle blessé, que ce soit pour les
animaux 12:12 ou 16:8, qui est caractéristique de I'injection de cardiotoxine (Guardiola et al.,
2017; Hardy et al., 2016; Mounier et al., 2013). A deux jours post-blessure, la réponse cellulaire
implique majoritairement des macrophages au profil pro-inflammatoire qui sécrétent des
facteurs inflammatoires comme I'IL-1B et CXCL1 (Chazaud, 2020). Ces macrophages vont
progressivement adopter un profil anti-inflammatoire et sécréter des facteurs comme I'lL-10,
le TGF-B et I'IGF-1 impliqués dans la myogenése (Arnold et al., 2007; Dort et al., 2019). Nos
résultats illustrent cette période de transition avec a la fois la sécrétion importante des
facteurs pro-inflammatoires (IL-1B, CXCL1) et des facteurs anti-inflammatoire/facteurs de
croissance (IL-10 ; TGF-B ; IGF-1). Un résultat surprenant est la diminution de la concentration
de TNF-a pour les deux groupes d’animaux blessés alors que le TNF-a est décrit comme étant
fortement exprimé par les macrophages durant les premiers jours de la blessure (Arnold et al.,
2007; Hirata et al., 2003). Il est possible que notre prélevement, effectué a 08:00 a J+2, ne soit
pas adéquat pour observer une augmentation de TNF-a, des prélevements supplémentaires

réalisés par exemple a 20:00 a J+2 ou a J+1 et J+3 pourraient nous permettre d’identifier plus



précisément la cinétique d’augmentation du TNF-a dans notre modele. Une autre possibilité
est que nos dosages sont effectués sur du tissu entier et que les débris issus de la nécrose
massive, l'infiltrat cellulaire massif ou des remodelages de la MEC empéchent la détection des
molécules de TNF-a. Selon nos résultats, 48 heures d’allongement de la photopériode ne

semblent donc pas avoir d’effet sur la réponse a J+2 post-blessure.

De maniére similaire, les différentes explorations histologiques que nous avons réalisées (CSA
des fibres musculaires, nombre de capillaires par fibre, nombre de noyaux par fibre) sur des
animaux blessés soumis a la photopériode allongée ou a la photopériode classique pendant
14 jours n’indiquent aucun effet significatif de I'allongement de la photopériode. Nous
observons toutefois une tendance a une CSA des fibres musculaires plus élevée pour le TA
blessé du groupe BLS 16:8 par rapport aux animaux BLS 12:12. Une des limites pourrait étre
le nombre d’animaux par groupe (n=8) qui est peut-étre trop faible pour nous permettre
d’observer un effet significatif de I'allongement de la photopériode. De plus, il est possible
gue le modele de blessure musculaire que nous avons choisi, qui est tres inflammatoire et qui
n’est pas représentatif d’une lésion traumatique mécanique, ne permette pas d’identifier des
bénéfices potentiels de I'extension de sommeil. L'utilisation d’autres modéles de blessures
dans de futures études pourrait permettre de renforcer nos connaissances sur le role du

sommeil dans la réparation musculaire.

5.2.5. Caractérisations biologiques et histologiques des effets de 14 jours
d’allongement de la photopériode sur les muscles Tibialis Anterior et
Gastrocnemius d’animaux non blessés.

Une autre question que nous souhaitions aborder est celle des effets biologiques et
histologiques des 14 jours d’allongement de la photopériode sur des fibres musculaires
provenant d’animaux non blessés et non implantés (Groupes « Muscles-J14 (M14) »). Pour
cela nous avons analysé le nombre et la CSA des fibres musculaires des muscles TA et
Gastrocnemius (GC ; Fig. 93a-d) prélevés sur des animaux contréles (non-blessés) apres 14
jours d’exposition a la photopériode 12:12 ou 16:8. Nous avons également réalisé, sur ces
deux types de muscle et sur le plasma, des dosages des facteurs impliqués dans la croissance

des fibres musculaires.
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Figure 94 : Inmunomarquages anti-laminine et Dapi sur des coupes transversales de TA et de GC. a coupe
transversale du TA pour un animal contréle 12:12, b pour un animal contréle 16:8, ¢ du GC pour un animal
contrble 12:12 et d pour un animal controle 16:8.

Les résultats de ces analyses montrent que pour le TA, les animaux controles soumis a la
photopériode 16:8 présentent un pourcentage significativement plus faible de petites fibres
musculaires et un pourcentage significativement plus élevé de larges fibres musculaires
comparé aux animaux contréles 12:12 (Fig. 94a). La CSA moyenne pour I'ensemble des fibres
musculaires du TA est plus élevée pour les animaux contréles 16:8 (calculée sur 83 589 fibres)
comparés aux animaux contréles 12:12 (calculée sur 78 129 fibres ; Fig. 94b). De maniére
similaire, pour le GC, les animaux contréles 16:8 présentent également un pourcentage plus
faible de petites fibres musculaires ainsi qu’un pourcentage plus élevé de fibres musculaires
de grande taille (Fig. 94b) comparés aux animaux contréles 12:12 (Fig. 101c). La CSA moyenne

pour I'ensemble des fibres musculaires est également plus élevée pour le GC des animaux
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contrdles 16:8 (calculée sur 129 879 fibres) par rapport au GC des animaux controles 12:12

(calculée sur 123 620 fibres ; Fig. 94d ).
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Figure 95 : Aire de section transversale des fibres musculaires du TA et du GC en réponse a 14 jours
d’allongement de la photopériode. a Fréquence (en %) des fibres musculaires en fonction de leur aire de section
transversale (CSA ; [0-1000] ; [1000-2000] ; [2000-3000] ; [3000-4000] ; [4000-5000] ; [5000-6000] ; [>6000] um?)
pour le TA des animaux M14-CTL 12:12 (en bleu) et des animaux M14-CTL 16:8 (en vert), et b surface de section
transversale moyenne pour I'ensemble des fibres musculaires du TA. c et d similaire a a et b pour le GC. *:
p<0,05, ANOVA de Friedman et tests post-hoc de Durbin-Conover avec une correction de Bonferroni pour la
fréquence des fibres musculaires en fonction de leur SST. Test t de Student pour la CSA moyenne pour I'ensemble
des fibres musculaires, n=8 animaux par groupe.

Pour mettre en évidence un potentiel effet de I'allongement de la photopériode selon le type
de fibres musculaires, nous avons analysé la CSA pour chaque type de fibres musculaires
composant le TA défini a partir de leur chaine lourde de myosine : les fibres de type IIX, IIB, lIA
et les fibres de type | (Fig. 95a, b). Il n'y a pas d’effet significatif du facteur photopériode pour
la fréquence des fibres musculaires (Fig. 95c). Pour la CSA des fibres musculaires, nous
observons un effet significatif du facteur photopériode, mais pas d’effet significatif pour un

type précis de fibres (Fig. 95d).
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Figure 96 : Fréquence et aire de section des types de fibres musculaires du TA en réponse au changement de
photopériode. a Immunomarquage des différents types de chaine lourde de myosine (lIX : non marquée en noir ;
IIB : jaune; lIA : rose ; | : rouge) sur une coupe de TA d’un animal M14-CTL 12:12 et b pour un animal M14-CTL
16:8. c Fréquence de chaque type de fibre musculaire (méme code couleur que le marquage) pour les animaux
M14-CTL 12:12 (en bleu) et pour les animaux M14-CTL 16:8 (en vert) et d Aire de section transversale pour
chaque type de fibres. Anova a deux facteurs (photopériode et type de fibres) pour la fréquence et la CSA des
fibres musculaires suivie de tests posthoc de Wilcoxon, n=8 animaux par groupe.

Pourcentage des
fibres musculaires

Pour les facteurs impliqués dans la croissance des fibres musculaires au niveau systémique, il
n'y a pas de différence liée a la photopériode pour les concentrations plasmatiques d'IGF-1,
d'insuline, de IL-1, IL-10, et CXCL1, mais les concentrations de corticostérone, de TNF-a et de
testostérone sont significativement inférieurs pour les animaux CTL 16:8 comparés aux 12:12
(Fig. 96a). Au niveau du TA, il n'y a pas de différence entre les animaux contréles 16:8 et 12:12
pour les concentrations d’IGF-1, de TGF libre et total, de VEGF, IL-1pB, IL-2 ou CXCL1, mais les
concentrations d’IFNy sont significativement inférieures chez les animaux CTL 16:8 comparés
aux 12:12 (Fig. 96b). Au niveau du GC, il n'y a pas de différence entre les animaux controles

12:12 et 16:8 pour les concentrations d'IGF-1, de TGFp libre et total, et de VEGF (Fig. 96c).
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Figure 97 : Dosages biochimiques au niveau plasmatique et musculaire aprés 14 jours d’allongement de la
photopériode. a Concentrations mesurées au niveau plasmatique, b au niveau du GC et ¢ au niveau du TA pour
les animaux contrdles 12:12 (M14-CTL 12:12, courbe bleue) et 16:8 (M14-CTL 16:8, courbe verte). Facteur de
nécrose tumoral (TNF-a), interleukine (IL)-1pB, interféron (IFN)-y, chimiokines C-X-C motif ligand (CXCL)-1, IL-2 ; II-
10 ; facteur de croissance semblable a I'insuline (IGF)-1, facteur de croissance vasculaire endothélial (VEGF),
facteur de croissance transformant (TGF)-B total et libre ; prélevements réalisés a 08:00 a J+14. * : p<0,05, test t
de Student avec une correction de Bonferroni, n=8 animaux par groupe.

Discussion. Dans cette étude nous montrons pour la premiére fois un effet de I'allongement
de la photopériode sur CSA des fibres musculaires du muscle squelettique non lésé. Que ce
soit pour le TA ou le GC, deux muscles aux propriétés morpho-fonctionnelles différentes,
I'allongement de la photopériode est associé a une diminution de la fréquence des fibres
musculaires de petite taille (CSA<2000 um?) et une augmentation de la fréquence des larges
fibres musculaires (CSA>5000 um?) par rapport aux animaux exposés a la photopériode 12:12.
Le mécanisme de croissance d’une fibre musculaire (appelé hypertrophie) qui permet

d’augmenter la CSA est centré sur I'activation du complexe IGF1-Akt-mTOR (Schiaffino et al.,
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2013). Plusieurs voies d’activation peuvent stimuler I'activité de ce complexe (voir Partie
2.1.2 : Les types de fibres musculaires), mais la voie d’activation principale passe par I'lGF-1
(Mavalli et al., 2010; Musaro et al., 2001; Schiaffino & Mammucari, 2011). Une étude préalable
de notre laboratoire a montré que la concentration d’IGF-1 était augmentée au niveau du GC
et au niveau plasmatique apres 14 jours d’exposition a la photopériode 16:8 chez un animal
non blessé (Chennaoui et al., 2017). Cette augmentation d’IGF-1 pourrait expliquer la CSA plus
élevée au niveau du muscle des animaux 16:8 dans notre étude, mais nos résultats sur 8
animaux ne mettent pas en évidence d’augmentation significative de la concentration d’IGF-
1, que ce soit au niveau du GC, du TA ou du plasma des animaux aprés 14 jours d’exposition a
la photopériode 16:8. Dans notre étude, nous n’observons aucun changement significatif dans
le contenu musculaire ou systémique de facteurs trophiques (IGF-1, TGFpB et testostérone) qui
pourraient expliquer l'augmentation de la CSA. Ces résultats des dosages biochimiques
doivent étre interprétés avec prudence, car nous ne disposons pas d'une cinétique entre le
J+2 et J+14. De plus, les variations circadiennes des facteurs de croissance peuvent également
expliquer qu'avec un seul point de mesure, nous n’ayons pas observé |'effet lié a I'allongement
de la photopériode (Haus et al., 2001; Mock et al., 1978; Wang & Li, 2021). D'autant plus que
nous avons vu que le changement de photopériode induit un décalage du rythme circadien
notamment a I’heure du prélevement (entre 08:00 et 10:00 a Jour +14), avec les animaux 16:8
controle (non-blessés) qui présentent une augmentation de leur température corporelle et de
leur activité au début de la période lumineuse (Figure 102 en annexe). Or, le rythme circadien
d’IGF-1 est associé a une augmentation pendant la période lumineuse et une diminution
pendant la période d’activité (Bertani et al., 2010; lkeda et al., 2018; Li et al., 2012). Nos
résultats indiquent donc que le début de la période commune de lumiére (a 08:00) est associé
a une activité et une température plus élevée pour les animaux 16:8 (plus actifs a 08:00 du
fait de leur photopériode allongée 16:8) comparés aux animaux 12:12, qui débutent leur
période de « sommeil » a 08:00. Notre prélevement est ainsi effectué pendant cette période
de transition, qui semble cruciale pour la régulation de la quantité d’IGF-1. Pour répondre
précisément a cette question relative aux effets de I'allongement de la photopériode sur IGF-
1, il faudrait effectuer plusieurs prélevements pendant les 14 jours, mais également a
différentes heures (par exemple : a la fin de période lumineuse commune : 20:00 et a la fin de

la période d’extension de lumiere : 00:00).



Une limite majeure de notre étude est que nous n’avons pas évalué la CSA des fibres
musculaires sur les mémes animaux avant et apres le changement de photopériode. En effet
une possibilité, qui ne peut étre écartée étant donné le faible nombre d’animaux par groupe,
est que les animaux du groupe 16:8 possedent, par hasard, des fibres musculaires de plus
grosse taille que les animaux 12:12. En revanche, l'utilisation d’un outil bio-informatique
permettant de calculer la taille de la totalité des fibres musculaires du muscle (£10 000 fibres
par muscle Tibialis Anterior et *16000 pour le muscle Gastrocnemius) renforce

significativement la puissance de nos analyses statistiques.

En conclusion de cette partie, ces résultats concernant I'effet de 14 jours d’allongement de la
photopériode sur un muscle non blessé chez I'animal sont préliminaires et doivent étre
interprétés avec précaution. lls pourraient cependant étre en cohérence avec différentes
études qui ont démontré une augmentation des performances athlétiques aprés un protocole
d’extension de sommeil chez 'Homme (Mah et al., 2011; Schwartz & Simon, 2015;
Swinbourne et al., 2018). Cependant, aucune de ces études n’a réalisé de mesure objective de
la fonction musculaire (comme la force de contraction maximale) et des études
supplémentaires sont nécessaires pour permettre d’identifier en détail les effets de

I’extension de sommeil sur la fonction musculaire.



Conclusion

Cette étude a, dans un premier temps, démontré I'efficacité de I'allongement de la
photopériode pour augmenter le temps de sommeil des animaux blessés. Cette extension de
sommeil induit par le changement de photopériode est cumulative de la réponse adaptative
du sommeil a la blessure démontrée dans I'étude n°1 (Vanneau et al., 2023). Nous observons
également une augmentation de la stabilité et de la puissance relative des ondes lentes
pendant le sommeil lent au cours de cette période supplémentaire de lumiere pour les

animaux blessés 16:8.

Ensuite, nous avons démontré que I'augmentation de la sensibilité mécanique a la douleur
induite par la blessure musculaire est significativement moins importante pour les animaux
exposés a la photopériode 16:8 par rapport aux animaux 12:12. De plus, la récupération a des
niveaux basaux de sensibilité a la douleur est plus rapide pour les animaux blessés 16:8.
Cependant, aucun effet significatif de la photopériode 16:8 n’a été observé sur les parameétres
biologiques et histologiques de la réparation musculaire que nous avons analysé, que ce soit

a J+2 ou J+14 post-blessure.

En revanche, a J+14, les animaux non blessés exposés a la photopériode 16:8 présentent une
aire de section transversale des fibres musculaires des muscles Tibialis Anterior et
Gastrocnemius plus élevée que les animaux non blessés exposés a la photopériode 12:12. Ces
résultats originaux demandent a étre confirmés, mais offrent des perspectives intéressantes
sur le role potentiel de I'extension de sommeil dans le maintien et le développement

musculaire.
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DISCUSSION GENERALE & PERSPECTIVES

De récents travaux suggérent que I’hygiene du sommeil et en particulier la gestion du temps
de sommeil pourrait étre un élément important a prendre en compte pour optimiser le
processus de récupération d’une blessure musculaire (pour revue : Chennaoui et al., 2021).
Or les blessures musculosquelettiques sont fréquentes aussi bien chez le sportif que chez le
militaire (Knapik et al., 2001; Lopez-Valenciano et al., 2020; Lovalekar et al., 2021). Une étude
de santé publique de 2011 sur des militaires francgais (8157 déclarations sur un semestre) a
montré que la fréquence des lésions musculosquelettiques était de 75 %, que l'atteinte du
membre inférieur était la plus fréquente (63 %), que la course a pied était le sport le plus
traumatique (21,5 %), et qu’un militaire de I'armée de terre avait 2,1 fois plus de risques de
se blesser qu’un marin (Ressort et al., 2013). Cependant, s’il est communément admis
aujourd’hui qu’un sommeil de qualité est nécessaire pour la récupération d’une blessure

musculaire, les effets d’'une blessure musculaire sur le sommeil restent peu connus.

Ainsi, le premier objectif de cette thése était de caractériser les paramétres du sommeil en
réponse a l'induction d’une blessure musculaire par injection de cardiotoxine au niveau du
muscle Tibialis Anterior du rat. Cette étude a montré une augmentation du temps total de
sommeil (TTS), spécifique au sommeil lent, aprés 48 et 72 heures d’induction de la blessure,
et une plus grande stabilité du sommeil durant les 24 premieres heures post-blessure
(Vanneau et al.,, 2023). Cette augmentation se produit spécifiquement durant la période
d’obscurité, sans modification de I'activité des ondes lentes (AOL) qui traduit la pression de
sommeil, et sans augmentation significative de la densité des spindles qui puisse étre liée a
I’augmentation du TTS. A ce jour, ce sont les premiers résultats qui décrivent la réponse
adaptative du sommeil a une blessure musculaire chez les mammiféres. Notre étude ne
permet pas de savoir si cette augmentation du temps de sommeil est bénéfique pour la
réparation de la blessure au niveau tissulaire. Pour cela, des analyses de la réparation
musculaire en empéchant la mise en place de cette réponse adaptative du sommeil sont

nécessaires.
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Une question majeure est de savoir si cette réponse adaptative du sommeil est spécifique du
modele de blessure musculaire utilisé. Dans le cas des blessures musculaires induites, de
futures études utilisant par exemple un modeéle de Iésions excentriques d’exercice induites
par un ergometre sont nécessaires (Hubal, 2009). D’autres études sur les modifications du
sommeil en réponse a d’autres types de blessures induites sur modele animal comme des
blessures osseuses ou ligamentaires sont également nécessaires (Carpenter & Hankenson,

2004; Durand et al., 2020; Mills & Simpson, 2012).

La transposition de nos résultats obtenus sur un modéle animal a des études chez I’'Homme
reste difficile compte tenu, dans le cas d’une blessure chez 'Homme, de l'utilisation de
traitements pharmacologiques (antalgiques, anti-inflammatoires ; Hotfiel et al., 2018) qui

peuvent interagir avec la réponse naturelle du sommeil a la blessure.

A la suite de ces résultats, nous avons évalué s’il était possible de potentialiser cette réponse
adaptative du sommeil a la blessure musculaire en allongeant la photopériode. Une étude
précédente du laboratoire a montré que I'allongement de la photopériode en passant de 12
a 16 heures de lumiere par jour (i.e., 4 heures de lumiéere supplémentaires, de 20:00 a 00:00)
permet d’induire de I'extension de sommeil chez le rat (Sauvet et al., 2018). Cette extension
de sommeil induite est reflétée par une augmentation du temps de sommeil pendant les 4
heures d’allongement de la lumiére, de 20:00 a 00:00. Nos résultats ont tout d’abord confirmé
et étendu les observations de 2018 en montrant un TTS et un temps de sommeil lent
significativement plus élevés pendant la période d’allongement de la lumiére (entre 20:00 et
00:00) pour les animaux non blessés 16:8 par rapport aux animaux non blessés 12:12, et ceci
des le premier jour de modification de la photopériode (JO) jusqu’a la fin de la période
d’analyse (J+7). Ce résultat a permis de vérifier la faisabilité expérimentale de I'extension de

sommeil sur des animaux non blessés dans nos conditions expérimentales.

Ensuite nous avons évalué les effets de cet allongement de la photopériode sur des animaux
blessés par injection de cardiotoxine au niveau du muscle Tibialis Anterior. Nos résultats
montrent que, entre 20:00 et 00:00, le TTS des animaux blessés 16:8 n’est pas différent du
TTS des animaux controles 16:8. De plus, pendant cette période, le TTS des animaux blessés
16:8 est significativement supérieur a celui des blessés 12:12, de JO a J+7 post-blessure. Ces
deux résultats démontrent I'efficacité de I'allongement de la photopériode pour augmenter

le temps de sommeil des animaux blessés. Pendant cette période d’allongement de la lumiere,



le temps total de sommeil lent des animaux blessés 16:8 est de surcroit plus élevé que celui
des controles 16:8 pendant les deux premiers jours post-blessure (a JO et J+1). De plus, nous
observons pendant la période commune d’obscurité, une augmentation similaire du TTS pour
les animaux blessés 12:12 et pour les animaux blessés 16:8. Ces observations semblent
traduire un effet cumulatif de la réponse adaptative du sommeil a la blessure et de I’extension
de sommeil (induite par I'allongement de la période de lumiere) illustrant le besoin de
sommeil important qui caractérise les animaux apres une blessure musculaire. En outre,
pendant la période d’allongement de la lumiere, le sommeil lent des animaux blessés 16:8 est
plus stable et est associé a une puissance relative des ondes lentes plus élevée par rapport

aux blessés 12:12.

En termes de potentiel bénéfice sur la récupération de la blessure musculaire, nos résultats
montrent que l'allongement de la photopériode a permis de limiter I'augmentation de
sensibilité a la douleur mécanique induite par la blessure et a également permis son retour
plus rapide a des niveaux de base. Ceci sans pouvoir totalement écarter que I'allongement de
la photopériode représente un ajout d’inactivité locomotrice, qui est illustré par la diminution
de la distance parcourue pendant les 4 heures supplémentaires de lumiére pour les animaux
16:8. En effet, il est connu que I'immobilisation d’un muscle quelques jours aprés une blessure
est bénéfique pour la réparation musculaire, notamment en limitant la mise en place de tissu
fibreux (Jarvinen & Lehto, 1993; Jarvinen et al.,, 2007, 2013). Cependant, cette diminution
d’activité pendant les 4 heures supplémentaires de lumiére reste modérée puisqu’elle n’induit
pas de différence significative au niveau des moyennes journaliéres de la distance parcourue
entre les animaux blessés 12:12 et 16:8. Néanmoins, cette période d’allongement de la
lumiére induit indubitablement un décalage au niveau des rythmes circadiens, visible par
exemple au niveau de la température. Une solution pour dissocier les effets du sommeil de
ceux des rythmes circadiens serait de décaler ou de fractionner les 4 heures de lumiére
supplémentaire et d’évaluer les effets sur le sommeil et sur la sensibilité mécanique a la

douleur.

L'interaction entre la quantité et la qualité de sommeil et la douleur est bien décrite dans la
littérature (Brennan & Lieberman, 2009; Faraut et al., 2015; Moldofsky, 2001). Cependant la
majorité des études démontre la mise en place d’une interaction négative : le manque de

sommeil augmente la sensibilité a la douleur (Haack & Mullington, 2005; Kundermann et al.,



2004; Simpson et al., 2018), et I'augmentation de la douleur est associée a des perturbations
du sommeil (Foley et al., 2007; Power et al., 2005). Nos résultats originaux soulignent cette
interaction en démontrant qu’elle peut également étre positive, et qu’'une augmentation du
temps de sommeil peut permettre de réduire la sensibilité a la douleur mécanique dans le
cadre d’'une blessure musculaire chez I'animal. Les dosages effectués au niveau de
I’"hippocampe prélevé 14 jours apres la modification de la photopériode ont mis en évidence
une diminution des concentrations de cytokines inflammatoires (TNF-a, IL-2 et CXCL1) pour
les animaux blessés 16:8 par rapport aux animaux blessés 12:12. Or, I'hippocampe est une
structure cérébrale impliquée dans la perception de la douleur aigué et chronique (Espinoza
& Habas, 2018; Leknes & Tracey, 2008; Liu & Chen, 2009; Wang et al., 2016), et des études
ont montré une corrélation entre l'augmentation des facteurs inflammatoires dans
I’hippocampe et le développement de douleurs chroniques (Mokhtari et al., 2019; Vasic &
Schmidt, 2017). Ainsi, nous pouvons faire I’hypothése que ces effets anti-inflammatoires de
I’extension au niveau de I’hippocampe seraient impliqués dans les effets bénéfiques que nous

observons sur la sensibilité a la douleur.

Par ailleurs, la douleur associée a la blessure musculaire représente un frein important pour
la remobilisation précoce du muscle, qui est une étape importante pour la récupération
fonctionnelle. En plus de I'établissement d’un cercle vertueux entre douleur et sommeil,
I’extension de sommeil pourrait ainsi faciliter la remobilisation précoce du muscle et favoriser
la récupération fonctionnelle de la blessure. Cette évaluation des effets de I'extension de
sommeil sur la récupération fonctionnelle du muscle est un des objectifs que nous avons en
perspective en cohérence avec nos résultats. Avec par exemple, la mesure de différents
parameétres fonctionnels (force maximale de contraction, fatigabilité, élasticité du muscle,
etc.) a I'aide d’un ergometre et d’outils d’imagerie lors de la récupération d’une blessure sur

des animaux blessés exposés a la photopériode modifiée.

Toujours en termes de potentiel bénéfice de I'allongement de la photopériode, nous avons
analysé des paramétres biologiques et histologiques de la réparation musculaire précoce (a
J+2, soit 2 jours aprés l'induction de la blessure et I'allongement de la photopériode) et plus
tardive (a J+14, soit 14 jours aprés l'induction de la blessure et I'allongement de la
photopériode). Pour les parametres biologiques, nous avons choisi de quantifier les

concentrations de cytokines pro-inflammatoires telles que TNF-a et CXCL1 et de facteurs de



croissance tels qu’IGF-1 et TGFB. Pour les parametres histologiques du muscle Tibialis Anterior
nous avons choisi de mesurer la taille des fibres musculaires, le nombre de noyaux centraux
et le nombre de capillaires par fibres. Nos résultats n"ont montré aucun effet significatif de
I'allongement de la photopériode sur les paramétres biologiques et histologiques du muscle
blessé, que ce soit a J+2 ou a J+14 post-blessure. A J+2, nos résultats illustrent la période de
transition des différentes phases de la régénération musculaire en réponse a une blessure,
avec a la fois la sécrétion importante des facteurs pro-inflammatoires (IL-1B, CXCL1) et des
facteurs anti-inflammatoire/facteurs de croissance (IL-10; TGF-B; IGF-1). A J+14 nous
observons une tendance a une surface de section des fibres musculaires du TA [ésé plus élevée
pour les animaux blessés 16:8 par rapport aux animaux 12:12. Une des limites qui pourrait
expliquer I'absence d’effet significatif des 14 jours d’allongement de la photopériode sur les
parametres histologiques et biologiques pourrait étre le nombre d’animaux par groupe (n=8)
qui est peut-étre trop faible. Il est également possible que le modéle de blessure musculaire
par injection de cardiotoxine ne permette pas d’observer des effets de I'allongement de la

photopériode.

Dans le travail de recherche que nous avons conduit, il est important de noter que I'ensemble
des explorations sur les parametres de la récupération musculaire post-blessure, dont la
sensibilité a la douleur mécanique, ont été menées sur des animaux non implantés en
télémétrie, donc qui n’ont pas subi de chirurgie, afin de ne pas perturber notre étude des
mécanismes inflammatoires. Cependant, et afin de pouvoir évaluer le temps de sommeil de
ces animaux non implantés, nous avons validé en paralléele une méthode non invasive
d’analyse du sommeil chez le rat utilisant le systéme piézoélectrique (Vanneau et al., 2021),
qui correspond a I'étude n°2 de ce travail de thése. En comparant les résultats avec ceux
obtenus avec la lecture visuelle de 'EEG/EMG, nous avons pu démontrer la validité de ce
systeme piézoélectrique pour différencier I'éveil et le sommeil, mais également pour
discriminer les stades de sommeil a partir du signal respiratoire enregistré par le systéeme
piézoélectrique. Malheureusement, nous n’avons pas anticipé que des défauts techniques du
systéeme piézoélectrique induiraient une dérive importante des signaux qui I'a rendu
inutilisable pour évaluer le temps de sommeil des animaux non implantés dans notre étude

n°3.



Enfin, un objectif secondaire était d’analyser les effets de 14 jours d’allongement de la
photopériode sur des muscles provenant d’animaux non blessés, le muscle Tibialis Anterior et
le Gastrocnemius. Cela en continuité d’une observation précédente du laboratoire montrant
une augmentation de la concentration d’IGF-1 dans le plasma et dans le muscle
Gastrocnemius aprés 14 jours d’exposition a la photopériode 16:8 chez un animal non blessé
(Chennaoui et al., 2017). Nos résultats montrent que la CSA moyenne pour I'ensemble des
fibres musculaires du muscle Tibialis Anterior et du Gastrocnemius est plus élevée pour les
animaux 16:8 comparés aux 12:12, sans que cet effet se décline sur un type particulier de
fibres rapides ou lentes pour le Tibialis Anterior, seul muscle pour lequel nous avons réalisé
un marquage des différents types de chaines lourdes de myosine. Cependant, nous
n’observons aucun effet significatif lié a la photopériode dans les contenus musculaires ou au
niveau systémique de facteurs trophiques (IGF-1, TGFB et testostérone) qui pourraient
expliquer I'augmentation de la CSA. Deux limites importantes de ces analyses sont le faible
nombre d’animaux pour chaque groupe (n=8) et le fait de ne pas avoir les valeurs de CSA avant
et aprés I'exposition a la photopériode 16:8. Ces résultats demandent a étre confirmés par
des études supplémentaires, cependant ils permettent d’envisager de nouvelles pistes pour
I'utilisation de I'extension de sommeil. A la lumiére de ces résultats, il est légitime de se
demander si I’'extension de sommeil réalisée préalablement a la blessure peut avoir des effets
sur la récupération de la blessure. En d’autres termes, est-ce que |'utilisation prophylactique
de I'extension de sommeil présente un intérét particulier pour la récupération d’une blessure

musculaire.



« Bien plus que le temps, c’est le sommeil qui est
I’antidote du chagrin. L’insomnie, en revanche,
qui grossit la moindre contrariéteé et la convertit
en coup du sort, veille sur nos blessures et les
empéche de dépérir ».
Emile Cioran (1911 — 1995)
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Figure 98 : Fréquence des périodes de sommeil en fonction de leur durée pour la période lumineuse de J-1 a
J+2. a Nombre de périodes de sommeil par heure de sommeil en fonction de leur durée (catégories : [10] ; [20] ;
[30-40] ; [50-80] ; [90-160] ; [170-320] ; [330-640] ; [>650] secondes) pour les animaux contréles (CTL, barres
noires), les animaux contréles+buprénorphine (CTL+Bup, barres bleues) et pour les animaux blessés (BLS, barres
rouges) pour la période lumineuse a J-1, b 3 JO, ca J+1 et d 3 J+2. * : p<0,05. Friedman ANOVA & test post-hoc
Durbin-Conover.
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Figure 99 : Paramétres des spindles en réponse a la blessure musculaire. a Densité en spindles (nombre de spindles/minute de sommeil) de J-3 & J+5, pour le groupe
contrdle (CTL, courbe noire), du groupe contrdéle+buprénorphine (CTL+Bup, courbe verte) et du groupe blessure (BLS, courbe rouge) par jour, b pendant la période
d’obscurité et c pendant la période de lumiére. d, e, f similaire a a, b, c pour la durée des spindles, g, h, i pour 'activité des spindles et j, k, | pour la fréquence des
spindles. L'erreur standard de la moyenne est représentée par |'aire autour de la courbe. #a : p<0,05 entre CTL et BLS ; #b : p<0,05 entre CTL et CTL+Bup. Friedman
ANOVA & test post-hoc Durbin-Conover.
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Sommeil paradoxal
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Figure 100 : Fréquence des périodes de sommeil paradoxal en fonction de leur durée par jour, pour la période
lumineuse commune et la période d’obscurité commune. a Fréquence des périodes de sommeil paradoxal de
10 a 40 secondes pour les animaux des groupes « Sommeil » (S-) implantés avec un émetteur EEG/EMG :
contrdles 16:8 (S-CTL 16:8, courbe pointillée verte), blessés 12:12 (S-BLS 12:12, courbe pleine rouge) et blessés
16:8 (S-BLS 16:8, courbe pointillée rouge) de J-3 a J+7 en pourcentage de changement par rapport a la ligne de
base (de J-3 a J-1), b pour les périodes de sommeil de 50 a 160 secondes et ¢ pour les périodes de sommeil de
>170 secondes. d, e, f respectivement similaires a a, b, ¢ pour la période de lumiére commune et g, h,
respectivement similaire a d, f pour la période d’obscurité commune et i, j pour la période d’allongement de la
lumiére, n=8 animaux par groupe. Les rectangles bleus indiquent les différences statistiques (p<0,05) entre les
groupes S-CTL 16:8 et S-BLS 16:8 évalués par des tests statistiques par permutations avec une correction de

Benjamini-Hochberg (voir Méthodes), n=8 animaux par groupe.
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Figure 101 : Puissance relative des ondes delta pendant le sommeil lent et des ondes théta pendant le sommeil
paradoxal. a Puissance relative des ondes delta (0,5 — 4 Hz) pendant le sommeil lent pour les animaux des
groupes « Sommeil » (S-) implantés avec un émetteur EEG/EMG : contréles 16:8 (S-CTL 16:8, courbe pointillée
verte), blessés 12:12 (S-BLS 12:12, courbe pleine rouge) et blessés 16:8 (S-BLS 16:8, courbe pointillée rouge) de
J-3aJ+7 en pourcentage de changement par rapport a la ligne de base (de J-3 3 J-1) par jour, b pendant la période
de lumiére commune, ¢ pendant la période d’obscurité commune (les données pour la période d’allongement
de la lumiere sont présentées en Figure 84). d, e, f similaires a a, b, c pour la puissance relative des ondes théta
(4,25 - 8,0 Hz) pendant le sommeil paradoxal et g pendant la période d’allongement de la lumiére. Les rectangles
rouges indiquent les différences statistiques (p<0,05) entre les groupes S-BLS 12:12 et S-BLS 16:8 évalués par des
tests statistiques par permutations avec une correction de Benjamini-Hochberg (voir Méthodes), n=8 animaux
par groupe.

212



Groupes contréles Groupes blessés

J-1 J+7 J-1 1+7
a Temperature b g h
) 380 38,0
g B0 =scrizn g *°m um rm i o —S-BLS 12:12 o . " & e
S 375 f—scTL168 =375 T 37,5| —SBLS16:8 S 38
5 E El 2 370
£ 37,0 § 37,0 & 37,0 5
- @ 2 2 36,5
£ 365 £ 365 £ 36,5 g
P = o B i I @ 36,0F) A —S-BLS 12:12
L 36,0 f— : 36,0F ¥ f V| | ¥ — G .
%0 —S-CTL16:8 v 35,5 | S-BLS 16:8
08:00 12:00 16:00 20:00 00:00 04:00 08:00  08:00 12:00 16:00 20:00 00:00 04:00 08:00 08:00 12:00 16:00 20:00 00:00 04:00 08:00  08:00 12:00 16:00 20:00 00:00 04:00 08:00
¢ Distance parcourue d i i
257 25 25, :
—S-CTL12:12 o | —5-BLS 12:12 DI —spls12:; NN
T 20} =—scriies T 20} =—scmL12:12 T 20l=5-BLS16:8 : T 20} —s-BLS16:8
8 s —SCTL16:8 = e
8 15t g 15t $ 15t 8 15}
: : 5 [ -
hd L 7 L k7l L k4 L
Z 10 Z 10 Z 10 210
05t 05t 05} 05}
08:00 20:00 06:00 08:00 20:00 06:00 08:00 20:00 06:00 08:00 20:00 06:00
€ Pourcentage du corps en mouvement f k I
1001 —scri12:12 1w o 70 —s-BLS12:12 A 701 —s-BLs12:12
A —S-CTL16:8 o r —S.CTL12:12 & [ == S-BLS 16:8 [\ [ == S-BLS 16:8
g % eof ” % wART) .
% g —SCTL16:8 s %
£ 6ol 5 < g |
Q o —
E z 0 5 £ 30
5 | o L
g & ol = g |
20} [\ 10t ‘
08:00 20:00 06:00 08:00 20:00 06:00 08:00 20:00 06:00
Heures Heures Heures Heures

Figure 102 : Evolution des rythmes circadiens de la température sous-cutanée et de I’activité locomotrice aprés I'allongement de la photopériode. a Température
sous-cutanée heure par heure a J-1 pour les animaux des groupes « Sommeil » (S-) implantés avec un émetteur EEG/EMG : contréles 12:12 (S-CTL 12:12, courbe
noire) et les animaux contréles 16:8 (S-CTL 16:8, courbe verte) et b a J+7. ¢ Distance parcourue (en centimétres) a J-1 dans la cage de vie des animaux évaluée heure
par heure par détection automatique des animaux sur des vidéos-surveillance (voir Méthodes) pour les animaux S-CTL 12:12 (courbe noire) et les animaux S-CTL 16:8
(courbe verte), d a J+7. e, f similaire a c, d pour le pourcentage du corps en mouvement. g-l similaire a a-f pour les animaux blessés 12:12 (S-BLS 12:12, courbe rouge)
et les animaux blessés 16:8 (S-BLS 16:8, courbe bleue). Les rectangles marron indiquent les différences statistiques (p<0,05) entre les deux groupes d’animaux évalués
par des tests statistiques par permutations avec une correction de Benjamini-Hochberg (voir Méthodes), n=8 animaux par groupe.
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Figure 103 : Evolution de la distance parcourue par jour et par période de 12 heures. a Distance parcourue (en
centimetres) par jour pour les animaux des groupes « Sommeil » (S-) implantés avec un émetteur EEG/EMG :
contrdles 12:12 (S-CTL 12:12, courbe noire), controle 16:8 (S-CTL 16:8, courbe noire pointillée), blessés 12:12 (S-
BLS 12:12, courbe pleine rouge) et blessés 16:8 (S-BLS 16:8, courbe pointillée rouge) dans leur cage de vie de J-
1 a J+8, b similaire a a pour la distance parcourue par périodes de 12 heures (de 08:00 a 20:00 et de 20:00 a
08:00).
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Article history: Objectives: Athletes and military personnel may experience sleep disturbances due to conditions of training and
Received 3 July 2020 competitions or military missions/field operations. The risk of muscle injuries is greater for them when sleep du-
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ration decreases, and training load increases simultaneously, which can be exacerbated by fatigue. Accumulating
evidence demonstrates that sleep extension improved performance, pain sensitivity and GH/IGF-I anabolic re-
sponses, which may be beneficial in accelerating recovery from muscle injuries.
Design & Methods: This narrative review describes the importance of sleep for the recovery/prevention of
exercise-induced muscle injuries and provides perspectives on the transferability of currently available scientific
evidence to the field.
Results: The first part presents the role of sleep and its interaction with the circadian system for the regulation of
hormonal and immune responses, and provides information on sleep in athletes and soldiers and its relationship
to injury risk. The second part is an overview of muscle injuries in sport and presents the different phases of mus-
cle regeneration and repair, i.e. degeneration, inflammation, regeneration, remodeling and maturation. Part three
provides information on the deleterious effects of sleep deprivation on muscle tissue and biological responses,
and on the benefits of sleep interventions. Sleep extension could potentially help and/or prevent recovery
from exercise-induced muscle-injuries through increasing local IGF-I and controlling local inflammation.
Conclusions: Although the science of sleep applied to sport is still an emerging field, the current scientific litera-
ture shows many potential physiological pathways between sleep and exercise-related muscle injuries. More di-
rect studies are needed to establish clear guidelines for medical personnel and coaches.
© 2021 The Authors. Published by Elsevier Ltd. on behalf of Sports Medicine Australia. This is an open access article
under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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Practical recommendations

Raising athletes' and military soldiers' awareness of the multiple
consequences of sleep deprivation has become essential to encourage
them to prioritize getting optimal sleep in order to promote recovery
processes after muscle injuries, and as well as to prevent injuries. The
development of sleep interventions and also diet-based interventions
remained important for increasing sleep duration, improving the qual-
ity and quantity of sleep, and consequently pain sensitivity and psycho-
logical well-being. Specific recommendations to improve the quality of
sleep may be to limit exposure to bright light from smartphones or tab-
lets, and to noise in and outside the bedroom, and also to adjust the am-
bient temperature, and limit fatigue linked to combined stressors. The
concept of sleep extension could lead to better regeneration of a muscle

* Corresponding authors.
E-mail addresses: mounirchennaoui@gmail.com (M. Chennaoui), hchalabi@psg.fr
(H. Chalabi).

https://doi.org/10.1016/j.jsams.2021.05.007

injury given the increase in IGF-1 levels and possibly the control of local
inflammation. Future studies are necessary in humans and animals to
assess the impact of sleep optimized strategies on physiological and
clinical mechanisms of recovery from exercise induced muscle injuries
and the consecutive athletic performances.

1. Introduction
What is sleep?

Sleep is a basic physiological need and is an important component of
human life. Sleep in most individuals occupies between 20% and 40% of
the day, and serves multiple restorative functions in the body and the
brain through numerous biological processes and systems. Sleep im-
proves memory recall, regulates glucose metabolism, reduces mental
fatigue, and plays important role in tissue repair, synaptic homeostasis,
and immune-inflammatory responses.'~> The restorative function of

1440-2440/© 2021 The Authors. Published by Elsevier Ltd. on behalf of Sports Medicine Australia. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.

org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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Fig. 1. Effects of sleep and the circadian system on levels of growth hormone (GH),
prolactin, cortisol, epinephrine, and norepinephrine in healthy young men during 24 h
under conditions of habitual sleep.

Adapted from Lange et al., 2010°"

sleep also includes the removal of toxic waste byproducts in the brain
which have accumulated throughout the day.! To promote health, it is
recommended that adults sleep at least 7 h per night.

Sleep in humans is divided into two major phases, the first being
non-rapid eye movement (NREM) which is predominant during the
early part of sleep and decreases in intensity and duration across the
sleep period, and the second is rapid eye movement (REM) (also called
paradoxical sleep) which becomes more intense and extensive towards
the end of the sleep period.? The NREM sleep includes three stages, N1,
N2, and N3 the deeper or delta wave sleep. Sleep is an important phys-
iologic process controlled in part by an internal circadian clock and in
part by a homeostatic mechanism where the pressure for sleep in-
creases in proportion to the duration of prior wakefulness.? The circa-
dian system regulates physiological and behavioral processes such as
the sleep-wake cycle, locomotor activity, cardiovascular and digestive
processes, hormones secretion, body temperature, metabolism, and im-
munity (Fig. 1).5

Sleep and its different stages are characterized by their respective
neurochemical milieu of neurotransmitters and hormones and the ac-
tivity patterns in various endocrine systems. Interaction between
sleep and the circadian system regulates hormonal control including
melatonin, the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis with cortisol,
the hypothalamic-pituitary-thyroid axis, and epinephrine. Moreover,
sleep is accompanied by a marked increase in growth hormone (GH),
prolactin, and melatonin release, as well as downregulation of the
HPA axis and the sympathetic nervous system (SNS).>® Consequently,
there is a nocturnal decrease in plasma cortisol, epinephrine and
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norepinephrine levels. A rapid increase in plasma thyroid stimulating
hormone (TSH) levels is also observed in the early evening, beginning
4-5 h before the habitual bedtime. However, the influence of sleep on
GH secretion is stronger than the circadian system's influence. A major
increase of GH levels occurred soon after sleep onset irrespective of
the time of day that sleep takes place, and a surge occurs fairly soon
after recommencement of sleep when nocturnal sleep is interrupted.
The GH secretion is observed preferentially during slow-wave sleep.

The interaction between sleep and the circadian system also exerts a
strong regulatory influence on immune function. During nocturnal
sleep, hormones with proinflammatory action and cytokines are syn-
chronized to facilitate the initiation of adaptive immune responses in
lymph nodes.” Acute and chronic sleep deprivation causes an imbalance
in the catabolic/anabolic hormonal ratio and increases markers of sys-
temic inflammation. Increases in the catabolic cortisol, catecholamines
and TSH levels have been previously observed and also decreases in
the anabolic hormones including testosterone, GH and the GH-related
growth factor IGF-1.>>6 In support of these observations on the impor-
tance of sleep, numerous studies indicated that a sleep debt may have
adverse consequences on cognitive capacities, vigilance, fatigue, mood
disorders, and stress, even in young healthy individuals, through pertur-
bations of endocrine secretions and/or sub-clinical inflammatory
responses.>®

Exercise and sleep

Sleep and exercise influence each other through complex and recip-
rocal interactions, including multiple physiological and psychological
pathways. It is now clear that exercise represents a potential comple-
mentary or alternative approach to improving adult sleep. A systematic
review of previous meta-analyses suggests that exercise is associated
with significant improvements in the apnea-hypopnea index, overall
sleep quality, subjective sleep, and sleep latency.’ In this study, the
methodological quality ranged from 36% to 64% while quality of evi-
dence was very low. The link between exercise and sleep is in fact sub-
ject to multiple moderating factors such as gender, age, fitness level,
quality of sleep and exercise characteristics (intensity, duration, time
of day, environment, etc.).!®!! The beneficial impact of exercise on
sleep quality likely implicated mood, the interaction of circadian
rhythm, and physiological effects on thermoregulation, cardiac and au-
tonomic function, and hormonal and immune responses.'® The practical
recommendations for improving sleep seem on moderate aerobic exer-
cise training.

In contrast, endurance athletes and soldiers with obvious signs of
overreaching/overtraining (i.e., high perceived fatigue and decreased
performance) reported a progressive decrease in sleep quality indices,
slight reductions in sleep quantity, and an increase in injury and upper
respiratory tract infections.'*!?

Sleep in athlete and military populations

Sleep is an important element in optimizing athletic performance
and recovery, and the consequences of inadequate sleep are particularly
important for elite athletes and tactical military personnel, especially
younger ones.'*+!3

The sleep characteristics of athlete and military populations

Previous research has indicated elite athletes have a high prevalence
of poor sleep quality, insufficient sleep quantity, and disturbances of the
circadian rhythm and sleep patterns due to several competitions.'®!” A
systematic review reported that elite athletes generally show a high
overall prevalence of insomnia symptoms characterized by longer
sleep latencies, greater sleep fragmentation, non-restorative sleep, and
excessive daytime fatigue, despite the limited number of high quality
studies.'® Marked between-sport differences on these symptoms was
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observed, with individual sports showing the highest levels of sleep dis-
turbance. The sleep of elite athletes is affected by multiple sport-specific
factors (type of sport, training load, training/competition time,
chronotype, jet lag, seasonal phases) and environmental factors (sleep
environment and electronic multimedia devices), the specific condi-
tions of training and competition being probably the most influential
factor leading to sleep variability in elite athletes.!® Especially, schedul-
ing training sessions or competitions during extremely early or late
hours can strongly interfere with circadian and homeostatic rhythms.

Currently, recent studies show that military operational personnel
are also often exposed to significant sleep debt associated with climatic,
nutritional, psychological, physical and mental stressors.!” In addition,
even when they have opportunities for sleep, several additional envi-
ronmental disruptors in the military operational context make it diffi-
cult to obtain restorative sleep, such as light, noise, temperature, and
air pollution.

Sleep and the injury risk in athlete and military populations

When circadian rhythmicity and sleep homeostasis are misaligned,
the athletic performance can be affected and injuries can occur.2’ The
sleep onset latency and efficiency were altered on the night and in the
week before lower limb injury occurrence in a four-month follow-up
of an elite male soccer player competing in French League 1 and
Union of European Football Associations matches.?! Nevertheless,
most studies on the relationship between reduced sleep duration and
injury risk were retrospective and concerned young athletes, and the
underlying mechanisms are unclear.?>?3 The sleep duration was also as-
sociated with the incidence of musculoskeletal injury in 7576 soldiers
(mostly men aged less than 35 years, for 95% and 70% of them) from
the US Army Special Operations Command.?* With respect to perfor-
mance, impairments in reaction time and cognitive function and high
levels of fatigue after sleep deprivation were suggested to contribute
to injury risk in adolescen